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La finalidad de esta tesis era avanzar en el conocimiento de los mecanismos 
reguladores que operan en el desarrollo del grano de maíz.  Para ello se pretendía 
diseñar estrategias de alto rendimiento para la identificación de genes causales en líneas 
mutantes mutagenizadas por transposición.  Estas estrategias nos permitirían determinar 
cuáles son los principales genes que intervienen en el desarrollo, a través de 
experimentos de genética directa. Se han analizado 72 líneas mutantes, con una 
segregación mendeliana típica, 1:3 (granos defectivos:silvestres) obtenidas a partir de 
una colección de 25000 líneas mutagenizadas por inserción de elementos móviles de la 
familia Mutator (Mu), generadas por la empresa Biogemma S.A. 
Los genes que se pueden identificar a través de esta aproximación abren una puerta 
hacia la comprensión del entramado de sistemas reguladores que controlan el desarrollo 
y el metabolismo de la semilla. Si bien no todos los genes relevantes podrán ser 
identificados mediante esta aproximación, cada uno  de los identificados proporcionará 
un punto de partida para el análisis molecular de una red reguladora completa. 
Las colecciones mutagenizadas por inserción comenzaron a ser populares en los 
años 80, y en el caso de maíz las mas utilizadas son  las generadas con elementos Mu. 
La familia de transposones Mu es un excelente mutágeno, que permite obtener 
fácilmente colecciones representativas, además de dotar a cada mutación de una marca, 
que en principio debería facilitar su detección. No obstante, hasta el momento este tipo 
de colecciones no han dado los resultados esperados en su aplicación a la genética 
directa, mientras se han demostrado muy útiles en experimentos de genética reversa. 
Los problemas en la aplicación de estas colecciones a la genética directa vienen 
dados por algunas de sus características en principio ventajosas. Su elevada capacidad 
de transposición, incluyendo inserciones somáticas, así como el notable número de 
copias que generan patrones de inserción altamente complejos dificultando en exceso la 
identificación, clonaje y validación de genes candidatos a ser causales. Un ejemplo de 
esto es que hasta el momento no se ha identificado en este tipo de colecciones la base 




Las técnicas de genética directa para el screening de estas colecciones han sido 
múltiples, pero todas tenían un denominador común, el material de partida era DNAg. 
Algunos de los procedimientos mas satisfactorios incluyen la búsqueda de co-
segregación en patrones de hibridación con sondas específicas de Mu y la recuperación 
de los co-segregantes desde librerías de fago λ, el diseño de RescueMu y la creación de 
colecciones con este vector, así como la amplificación de FSTs (flanking secuence tags) 
por TAIL-PCR o AIMS-PCR. 
En esta tesis nosotros hemos desarrollado una nueva técnica basada en la 
amplificación de FSTs desde RNA (cDNA_FST_RACE) con la intención de reducir el 
número de inserciones a analizar, ya que solo estudiaríamos aquellas inserciones que se 
encuentran en secuencias transcritas, que son las que con mas probabilidad pueden 
causar el fenotipo. Además, esta aproximación debería facilitar al proceso de 
identificación, clonaje y validación de los candidatos a ser causales. 
La técnica de amplificación de cDNA_FSTs_RACE 5´ y 3´ y las variantes 
desarrolladas a lo largo de la tesis SSH_cDNA_FSTs y la secuenciación masiva 
mediante 454 de los patrones de SSH_cDNA_FSTs  han sido aplicadas en 72, 44 y 8 
líneas mutantes respectivamente. En 3 de las líneas se han encontrado inserciones que 
muestran un ligamiento total y una cuarta línea que muestra un ligamiento parcial pero 
con una co-segregación que parece indicar que hay una segunda inserción causal en esa 
línea. No obstante, aún estamos analizando algunos de los candidatos obtenidos de la 
secuenciación masiva de las 8 líneas, por lo que el número de inserciones ligadas puede 
incrementarse. Por otra parte, las secuencias obtenidas mediante estas aproximaciones 
han servido para crear una base de datos de inserciones en secuencias transcritas que 
constituye una excelente herramienta para estudios de genética reversa en maíz. 
El ligamiento total de la inserción al fenotipo mutante no es una prueba definitiva 
para asegurar que ésta sea la causa, por lo tanto durante esta tesis también hemos 
iniciado la caracterización molecular y fenotípica de una de las líneas mutantes en las 
que encontramos una inserción ligada al fenotipo mutante, la C1063. 
En esta línea hemos podido localizar la inserción en la región 5´UTR del locus 
LOC100279911 (ZmETO1), que codifica para una proteína relacionada con la familia 
ETO (ethylen over-producers) de Arabidopsis. A través de análisis de qRT_PCR hemos 
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determinado que el gen se expresa en todos los tejidos de maíz y principalmente en 
coleoptilo, raíz, hojas y embrión. El análisis de endospermos mutantes por Northern blot 
a demostrado que la inserción origina una alteración del tamaño del transcrito ZmETO1 
y en qRT_PCR se ha registrado una reducción de su nivel de expresión en el 
endospermo. Mediante estudios histológicos hemos podido comprobar que a pesar de 
que los mutantes solo se pueden identificar en las mazorca a partir de 14DAP, el 
conjunto endospermo-embrión mutantes sufre severas alteraciones en su desarrollo 
desde antes de 8 DAP, con una reducción del tamaño y alteraciones en la adquisición de 
la simetría del embrión, así como una reducción del tamaño del endospermo, que 
contiene un número reducido de células aparentemente indiferenciadas. 
Para intentar obtener más datos sobre la función de ZmETO1 tanto en el grano como 
en la planta, se generaron líneas transgénicas de sobre-expresión (ubicua y específica 
del endospermo amiláceo) y RNAi (ubicua). Hasta el momento solo hemos podido 
analizar la primera generación de plantas transgénicas, que aún no son homocigotas, 
pero en ellas no hemos detectado ninguna alteración fenotípica macroscópica en las 
hojas o en los granos, de ninguno de los experimentos. Observaciones microscópicas 
han revelado, sin embargo, que la sobreexpresión del gen en endospermo amiláceo 
produce alteraciones tanto en el desarrollo de éste como en la diferenciación de la 
aleurona. 
También analizamos mutantes simples, dobles y triples de los tres loci ETO que hay 
en Arabidopsis thaliana, para ver si el fenotipo de la línea C1063 se reproducía en esta 
especie modelo, pero no hemos identificado ninguna alteración significativa en el 
número de abortos por silicua, tasa de germinación o longevidad de las semillas 
producidas por estos mutantes. Para obtener información sobre la expresión de estos 
genes en Arabidopsis, que nos proporcionasen alguna pista al respecto de la posible 
localización de ZmETO1 en maíz, produjimos líneas transgénicas de Arabidopsis que 
expresaban un gen delator (GUS+GFP) bajo el control de los tres promotores de 
Arabidopsis, y todos mostraron un patrón de expresión muy similar. Los tres se 
expresan en el cilindro vascular de la raíz, en tejido asociado a la vasculatura de los 
cotiledones y en los nodos vasculares presentes en la base de meristemos vegetativos y 
florales y silicuas. Sin embargo, dos de los genes de Arabidopsis, AtETO1  y AtEOL1, 




y las semillas en desarrollo (en el caso de AtETO1), los filamentos de los estambres 
(AtEOL1) y la región apical de la silicua (AtEOL1 y AtETO1). 
La técnica cDNA_FST_RACE ha demostrado ser muy eficaz para clonar verdaderas 
inserciones de Mu en secuencias transcritas, aunque el elevado número de cDNA_FSTs 
existente en las líneas analizadas ha dificultado mucho el proceso de identificación y 
clonaje de candidatos. Estas dificultades han sido en parte superadas mediante la puesta 
a punto de las modificaciones, SSH_cDNA_FSTs y secuenciación masiva por 454, de la 
técnica original. Al contrario de lo que ocurre con la aproximaciones basadas en el 
análisis de DNA genómico, nuestra aproximación identifica inserciones de Mu en 
secuencias que se transcriben en el grano y son por tanto buenos candidatos a interferir 
con el desarrollo de éste. La utilización de líneas con un menor número de inserciones y 
con los elementos Mu no activos podría mejorar aún más la productividad de esta 
técnica para la identificación de genes causales.  
El análisis de la línea mutante C1063, nos ha permitido determinar que la inserción 
debe producir una reducción de la actividad de ZmETO1 en los endospermos mutantes, 
debido a una reducción de la expresión y la alteración del transcrito. El efecto de la 
mutación es patente a una edad muy temprana, antes de 8DAP; este hecho junto con los 
descubrimientos hechos por Chen y col. (1996) nos ha llevado a suponer que ZmETO1 
es una proteína clave para mantener los niveles de etileno bajos durante las primeras 
etapas del desarrollo de la semilla y evitar que estas aborten. 
Hasta el momento no hemos podido obtener datos experimentales que soporten esta 
hipótesis, las líneas transgénicas de sobre-expresión y silenciamiento génico no han 
mostrado fenotipo alguno en la planta o el grano, por lo que no nos han podido ayudar a 
determinar la función de ZmETO1. Sin embargo, es posible que tengamos que hacer 
ensayos en situaciones de estrés para detectar el verdadero efecto de los transgenes 
sobre ZmACS6, que parece ser el principal responsable de los aumentos de etileno en 
hoja y cuyo knock-out solo muestra un fenotipo visible durante situaciones de estrés 
como ausencia de luz. El análisis de las líneas transgénicas de sobreexpresión en 
endospermos de maíz sugiere que efectivamente el etileno y los genes ETO tienen un 
papel relevante en el desarrollo de la semilla. La utilización de un promotor 
relativamente tardío en las construcciones excluye, sin embargo, la posibilidad de 
                                                                              Resumen 
7 
 
extraer conclusiones sobre el papel de estos elementos en el desarrollo temprano de la 
semilla.  
En Arabidopsis los mutantes AtETO1 presentan un crecimiento reducido, con 
alteraciones de la raíz y la roseta. Estas alteraciones se hacen más patentes al combinar 
la mutación con las mutaciones de AtEOL1 y AtEOL2, pero no se ha detectado ninguna 
alteración en cuanto a la producción de abortos en las silicuas, la capacidad de 
germinación de las semillas o la longevidad de las semillas. Es posible por tanto que en 
Arabidopsis el efecto que tiene la eliminación de la actividad ETO no sea tan drástico 
como en maíz, ya que hay un mayor número de ACC sintasas que parecen tener una 
actividad redundante en la semilla y puede que estén sometidas a un mayor numero de 
sistemas de regulación que en maíz, donde la familia ACC sintasa esta compuesta 
únicamente por tres loci. Alternativamente, no podemos descartar que el fenotipo 
observado en maíz no este causado por una expresión anómala del alelo de ZmETO-1 
que contienen la inserción de Mu, en lugar de estar causado por la no expresión del alelo 
de inserción.   
 Por lo tanto, la obtención de alelos de ZmETO1 con el mismo fenotipo que la línea 
C1063 o  experimentos que nos permitan recuperar el fenotipo silvestre en granos 
homocigotos mutantes de la línea C1063, pueden ser necesarios para poder asegurar que 
la inserción en ZmETO1 es la causal del fenotipo mutante en la esta línea. No obstante, 
el estudio de las plantas transgénicas de sobre-expresión y silenciamiento de ZmETO1 
en situaciones de estrés pueden aportarnos información relacionada con su papel en la 
regulación de la respuesta a estrés mediada por etileno. De esta forma mediante la 
manipulación de la expresión de ZmETO1 se podría regular la actividad ZmACS6 y 
reducir los efectos secundarios perniciosos de la respuesta a estrés mediada por etileno, 
que generalmente va ligada a muerte celular y alteración del crecimiento del tejido 
afectado (raíces, tejido vegetativo, granos de la región apical de la mazorca) y pueden 


























The objective of this work was to explore the regulatory mechanisms operating during 
maize kernel development. To this aim we attempted to design high throughput 
strategies for the identification of Mu-tagged causal genes in transposon-derived kernel 
mutant lines. These strategies should allow the identification of major genes controlling 
seed development through forward genetics experiments. We have analyzed 72 mutant 
lines, showing a net 1:3 Mendelian segregation, extracted from a larger collection of 
25.000 lines produced, using the Mutator (Mu) transposable system, by the private 
company Biogemma SAS. 
Each gene identified using this approach might represent an entry point to the 
unraveling of a complex regulatory network controlling seed development.  
Mutant collections  produced through the insertion of transposable elements started to 
be widely used by the scientific community in the 80’s. In maize the collections more 
generally used were produced using the Mutator (Mu) transposable element. Mu is an 
excellent mutagen, which allows the easy generation of large collections of mutant lines 
in which the mutagenized genes are tagged with the Mu sequence, thus facilitating its 
detection. These collections have not shown so far, however, their full potential in 
forward genetic approaches, whilst have proven very useful I reverse genetics 
experiments. 
The rather modest results obtained with Mu-tagged collections in forward genetics 
approaches are a consequence of the instability inherent to the Mu element. The 
collections contain numerous insertions of Mu in the genome and most copies can still 
transpose both germinally and somatically, in the genetic background in which the 
collection has been generated. This produces a highly complex insertion pattern in the 
genome, which in turn makes difficult the tracking of individual insertions and its 
association with mutant phenotypes. As a logical consequence, less than 10 genes 
underlying a mutant phenotype have been identified so far using this type of biological 
material. 
Several forward genetics approaches have been applied to these collections, but all of 




candidate insertions was genomic DNA. Some of the more successful approaches 
involved the identification of co-segregating bands in Southern-blot hybridization 
patterns, obtained with Mu-specific probes. The co-segregating bands were 
subsequently cloned through the construction of genomic libraries derived from the gel 
purified genomic fragments. Other approaches involved the selective amplification of 
Mu-adjacent genomic sequences or FSTs (flanking sequence tags) using TAIL-PCR or 
AIMS-PCR. Finally, attempts have been done to create modified versions of Mu that 
latter on facilitated the recovery of the insertion site flanking sequences (Rescue-Mu 
vectors). 
In this Thesis, we have developed a new strategy based on the amplification of FSTs 
from cDNA (cDNA_FST_RACE), our aim was to focus on Mu insertions present in 
transcribed sequences, thus reducing the complexity of the samples and concentrating 
on those insertions with the highest probability to be causal. The reduction in 
complexity should also facilitate the subsequent cloning and candidate validation steps. 
The initial amplification technique, applied on both 5’ and 3’ ends, and the technical 
modifications developed along the Thesis: SSH_cDNA_FSTs and SSH_cDNA_FSTs 
coupled with 454 massive parallel sequencing have been applied on 72, 44 and 8 mutant 
lines, respectively. In three lines we identified insertions showing complete linkage to 
the mutant phenotype, a fourth line showed partial linkage, suggesting the presence of a 
second causal insertion in this line. We are still in the process of validation for the 
candidates identified through the SSH_cDNA_FSTs coupled with 454 sequencing; the 
number of validated candidates could thus increase in the near future. On the other 
hand, the FST sequences obtained along the development of this Thesis have been used 
to create a valuable database of germinal insertions  in genes present in our collection of 
lines. This database constitutes an excellent tool in reverse genetics approaches for the 
functional characterization of genes. 
Complete linkage can not be taken as formal prove of causality, unless it is supported 
by additional genetic data, such as the identification of an additional allele of the 
mutated gene. Trying to gather additional evidence in support of one of our candidates 
as a causal gene, we have characterize at the molecular and morphological level one line 
(named C1063) in which that candidate gene was identified. 
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In C1063, we found a Mu insertion in the 5’UTR of the locus LOC100279911 
(ZmETO1). This gene encodes a protein related to the previously characterized ETO 
family (ethylene over-producers) of Arabidopsis. We have shown, using real-time RT-
PCR experiments, that ZmETO-1 is expressed in all tissues in maize, although its 
expression is particularly high in coleoptyle, root, leaves and embryo. The analysis of 
mutant endosperms by northern blot demonstrated that the insertion of Mu created 
transcripts with an altered size, real time RT-PCR showed in turn that the transcript 
level was reduced in the mutant endosperms. Histological studies indicated that, 
although mutant kernels are only apparent in the ears after 14 DAP, both endosperm and 
embryo suffer important developmental defects before 8 DAP. Defects include reduced 
size and altered ad-abgerminal symmetry in the embryo, and reduced number and size 
of the cells in the endosperm. In addition, endosperm cells seem to have a delayed 
differentiation program.   
In order to obtain additional data for the functional characterization of ZmETO-1 we 
have manipulated the expression of the gene in transgenic lines for ectopic expression 
(ubiquitously or in the amylaceous endosperm) or RNAi (ubiquitously). During the 
normal development of the Thesis, we have been able to analyze the firs generation of 
transgenic plants, not yet homozygous. In this material we could not detect any 
macroscopic phenotypic alteration in leaves or kernels. Microscopic observations 
revealed however that overexpressión of the gene in the amylaceous endosperm 
produced alterations in its developmental pattern, as well as in the aleurone cells 
differentiation. 
We have also analyzed the phenotype of single, double and triple mutant lines for the 
three ETO-like loci present in Arabidopsis thaliana. We could not record, however, any 
significant alteration on the various parameters examined in these lines: including 
abortion rate, germination rate and seed longevity. In addition, the expression pattern of 
the Arabidopsis genes has been examined in detail through the generation of reporter 
transgenic lines in which the promoter sequences of the genes were used to drive the 
expression of a GUS-GFP dual reporter. All three genes seem to be expressed in the 
root vascular cylinder, in parenchymatic tissues associated with the cotyledon 
vasculature and at the vascular nodes present at the base of the shot apical and floral 




AtEOL1, presented specificities in their expression pattern, since they were detected in 
the root apices, pollen and developing seeds (in the case of AtETO1), in the stamen 
filament (AtEOL1) and in the apices of the siliques (AtEOL1 and AtETO1) 
The cDNA_FST_RACE technique have proved to be highly efficient in the cloning of 
true Mu insertions in transcribed sequences. The high number of insertions present in 
the analyzed lines difficult, however, the identification and cloning of candidate FSTs. 
these difficulties have been partially overcome by the implementation of several 
technical improvements along the Thesis, namely SSH_cDNA_FST and 454 massive 
sequencing. By contrast with the results obtained in approacs basd on genomic DNA 
analyses, the approach used here preferentially identified Mu insertions in genes 
transcribed within the kernel, and are thus good candidates to interfere with kernel 
development, explaining the mutant phenotype. The application of this technology to 
collections with a lower load of Mu elements in the genome and/or with inactive 
elements should further improve the productivity of the method in the identification of 
true causal insertions. 
Our studies on the insertion in ZmETO-1 in the line C1063 indicates that there is a 
reduction of the activity of the gene in the mutant endosperms, which is caused by a 
reduction in the transcript accumulation together with an alteration in the transcript 
itself, which is transcribed along with the Mu element. On the other hand, we have 
observed that the defects in the kernel development are evident since the very early 
stages of seed development, before 8 DAP; this together with the results of Chen et al. 
(1996) leaded us to propose a model in which the protein  ZmETO-1 would act as a key 
element in the control of the Ethylene levels during the first stages of seed development, 
maintaining these levels below the threshold that marks seed abortion in response to low 
nutrient supply. 
We have not been able, so far, to support this model with data from additional 
biological material, our attempt to over-express or down-regulate the gene in transgenic 
lines produced little, if any, phenotypic variation. We cannot exclude, however, the 
possibility that these lines should be challenged with stressing conditions in order to 
reveal the real effect of the trasngenes on the activity of ZmACS6. For instance a 
knock-out of this gene only shows a visible phenotype under stress conditions such as 
the absence of light.  
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Importantly, our transgenic lines overexpressing ZmETO-1 in the amylaceous 
endosperm revealed a role for the Ethylene and the ETO genes in the seed development. 
The use of a relatively late promoter, however, does not allow to explore whether that 
role is extended towards the earliest stages of seed development. 
In Arabidopsis, AtETO-1 mutants show a reduced growth rate and mild alterations in 
root and rosette. These alterations became more evident when combined with mutations 
on the paralogous genes AtEOL-1 and AtEOL-2, but we could not detect any effect on 
the seeds, measured as abortion rate in the siliques, germination ability or seed 
longevity. It is thus possible that the elimination of the ETO activity in Arabidopsis had 
a milder effect than in maize, this points to the existence of additional regulatory 
systems in Arabidopsis, where the number of ACC synthases is much higher that in 
maize. Alternatively, it is possible that the phenotype observed in maize were caused by 
a miss-expression of ZmETO-1 from the Mu-altered allele rather than by a knock-out of 
the gene. 
The recovery of additional alleles of ZmETO-1 showing the same phenotype observed 
in C1063, or the complementation of the mutant phenotype through genetic 
transformation or chemical treatment might be necessary to further support the 
identification of the insertion in ZmETO-1 as the causal agent of the mutant phenotype. 
Additionally, the transgenic material generated within this Thesis, for the 
overexpression and downregulation of ZmETO-1, might be useful to clarify the role of 
these genes in the response to stress mediated by Ethylene. The possibility to learn how 
to modulate the activity of ZmACS6 under stress, thus reducing the deleterious effects 
caused by this hormone in the survival and growth of different tissues, has the potential 
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1. EL MAÍZ: 
El maíz (Zea mays sp. mays) es una angiosperma monocotiledonea y monoica. 
Pertenece al orden Poales, familia Poaceae, tribu Maydeae. Se caracteriza por tener 
nodos visibles a lo largo de un tallo sólido, con hojas simples, dispuestas de forma 
alterna en cada nodo. Las hojas presentan una vaina que envuelve el tallo y esta 
conectada por un solo punto. Tiene tendencia a formar ramificaciones en los nodos, y 
raíces adventicias en la base de los internodos. Las ramificaciones inferiores desarrollan 
las  raíces y en ocasiones  nuevos tallos conocidos como chupones, de características 
similares al tallo principal. Las ramificaciones axilares de las hojas del tercio medio de 
la planta producen las mazorcas, donde se reúnen las flores femeninas en forma de 
espiga. Estas presentan una cobertura protectora formada por hojas modificadas que 
envuelven la espiga y a través de las cuales deben surgir las sedas (estilos modificados) 
para su polinización.  Por el contrario las flores masculinas se agrupan en una panícula o 
penacho terminal del tallo, donde cada flor esta encerrada entre dos glumas, la lema  y 
la palea.  
El tamaño de la planta varia en función de la región a la que este adaptada. Variedades 
de diversas partes de los Estados Unidos pueden oscilar entre 1.5 y 3 m de altura y el 
tiempo de maduración también es muy diferente entre variedades, oscilando entre 85 y 
155 días (1). 
1.1 Origen. 
El origen del maíz (Zea mays spp mays)  ha sido un tema controvertido desde inicios 
del siglo XX, debido a la ausencia de una especie silvestre que tuviese un parecido 
morfológico que permitiese asumir que era su antecesor. En 1900 se sabía que el maíz 
podía cruzarse por algunas especies de teosinte y generar descendencia viable, sin 
embargo la gran diferencia morfológica, especialmente a nivel de las inflorescencias 
femeninas lo excluía como una posibilidad factible de ser el progenitor del maíz 
cultivado. 
Las diferencias principales se centran en la inflorescencia, ya que la del teosinte 
consta de 5 a 12 granos, cada uno de ellos cubierto por una envuelta dura, generando lo 
que se conoce como fruto seco. Al madurar las inflorescencias son desarticuladas y cada 
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uno de los frutos se dispersa individualmente y la cubierta los protege en el tracto 
digestivo de pájaros y herbívoros, facilitando su dispersión (Figura 1.1B). En el caso del 
maíz, su inflorescencia es una mazorca masiva con un número variable de granos de 
300 a 700, cada uno de los cuales se encuentra anclado al eje central de la mazorca y no 
se desarticulan fácilmente. Los granos carecen de la protección adecuada para 
sobrevivir en el tracto digestivo de sus depredadores y por tanto pueden ser fácilmente 
digeridos (Figura 1.1A). Por todo esto, se cree que el maíz es una planta en principio 
totalmente dependiente del humano para su supervivencia (3). 
Toda esta controversia llevo a que en 1930 Paul Mangelsdorf y Robert Reeves 
propusieran la “Hipótesis del Tripartite”. Esta hipótesis proponía que el maíz fue 
domesticado a partir de una especie relacionada no existente en la actualidad, 
procedente de America del Sur y el teosinte habría surgido como un hibrido fértil 
procedente de un cruzamiento entre el maíz ancestral y otra herbácea que denominaban 
“Tripsacum” y que también sería el responsable de la gran diversidad en el genoma del 
maíz (2). 
Posteriormente en 1936 George Beadle, postulo la  “Hipótesis del Teosinte” que 
proponía que el maíz actual había sido domesticado a partir del teosinte, a través de una 
selección humana de un gran numero de mutaciones con efectos relativamente 
importantes que habían transformado el teosinte en el maíz actual.  
 
Figura 1.1. Se muestra una 
ilustración de una mazorca 
madura de maíz (A), de 
una mazorca de teosinte  
inmadura completa, una 
mazorca seccionada, semi-
llas maduras con la 
cubierta fructal intacta y 
semillas maduras sec-
cionadas en las que se 
puede observar el grano en 
el interior de la cubierta 
rígida (B) y semillas 
maduras  de una planta de 
teosinte donde se ha 
introducido el  alelo tga1 
de maíz (C). 
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Para sustentar su hipótesis, Beadle se basaba en 4 presunciones básicas: 
 El teosinte era una fuente de alimento útil y antigua que el ser humano 
cultivaba para este propósito. 
 Durante su cultivo pudo sufrir mutaciones interesantes que fueron 
seleccionadas por sus cultivadores. 
 Unas pocas mutaciones con efectos drásticos podrían ser suficientes para 
convertir el teosinte en el maíz antiguo. 
 A lo largo del tiempo el humano ha seleccionado mutaciones menores que 
han mejorado características menores y han generado las diferentes variedades. 
Con posterioridad a Beadle una serie de estudios apoyaron su hipótesis y por eso es la 
más aceptada en la actualidad. Los estudios favorables a la “Hipótesis del Teosinte” más 
relevantes se encuentran recogidos en la revisión publicada por Doebley en 2004 (3) y 
que citamos a continuación: 
 Algunos estudios citogenéticos indicaban que el maíz y algunas variedades 
anuales de teosinte mejicano eran indistinguibles a este nivel. Por ejemplo Longley 
demostró que el tamaño de los brazos cromosómicos, la posición de los centrómeros y 
el tamaño y posición de los satélites eran idénticos en ambas especies. 
 Mas tarde, el propio Doebley y col. analizaron la variación de isoenzimas 
de diferentes poblaciones de teosinte y maíz. Los resultados confirmaban los datos 
citogenéticos, y aportaban detalles adicionales, que les permitieron proponer una 
especie de teosinte mejicano, Zea mays spp parviglumis,  como el ancestro concreto del 
maíz 
 Análisis filogenéticos posteriores basados en microsatélites confirmaban la 
existencia de una única domesticación a partir de Zea mays spp parviglumis. Un 
segundo estudio de microsatélites hecho por Matsuoka databa esta divergencia en 9000 
años atrás, estimación que concordaba con los datos arqueológicos existentes. 
Análisis mas recientes realizados por Doebley y col. utilizando análisis de QTLs en 
poblaciones hibridas de Zea mays spp mays (actual) y Zea mays spp parviglumis les han 
permitido identificar 5 QTLs responsables de las principales diferencias entre las dos 
especies. Hasta el momento han podido clonar dos de los genes responsables de las 
variaciones morfológicas más drásticas y que podrían ser los iniciales de la 
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domesticación: tb1 (causal de las diferencias en la arquitectura de las ramificaciones 
secundarias entre el teosinte y el maíz) (Figura 1.2 A, B, C) y tga1 (afecta a bastantes 











1.2 Importancia económica de Zea mays spp mays. 
El maíz es, junto con el trigo y el arroz, uno de los cereales mas extendidos del 
mundo. Constituye una importante fuente de alimento para el hombre y para el ganado, 
y de materia prima para la industria. A partir del maíz se producen almidón, aceite, 
proteínas, bebidas alcohólicas, edulcorantes alimenticios y en los últimos años ha 
surgido una importante industria relacionada con los biocombustibles. 
El grano de maíz contiene tres tipos de sustancias de reserva: almidón (74%), 
proteínas (8%) y lípidos en forma de triacilgliceridos (4%). La inmensa mayoría de 
estas sustancias se acumulan en el endospermo con el propósito de ser utilizadas por el 
embrión durante la germinación hasta que la planta adquiera autonomía fotosintética. 
Hoy en día el maíz es el segundo cultivo del mundo por producción después del trigo, 
mientras que el arroz ocupa el tercer lugar. La producción mundial ascendió en 
Figura 1.2. Se muestra una ilustración de una planta de teosinte (A), una planta de 
maíz (B) donde se aprecian las diferencias morfológicas entre ambas, y una planta de 
maíz mutante para el gen tb1, que recupera parte de las características morfológicas 
del teosinte (C). 
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2009/2010 hasta las 817 millones de toneladas, siendo Estados Unidos, China, Brasil y 
la Unión Europea los mayores productores. En España la producción de maíz ha sufrido 
un descenso considerable pasando de 5 millones de toneladas en 2001 a unos valores 
estimados de 3 millones de toneladas en 2009. Actualmente el maíz ocupa en nuestro 
país el tercer lugar en cuanto a superficie cultivada, con aproximadamente 1,8 millones 
de hectáreas; por detrás de la cebada (3 millones de hectáreas con una producción de 7.4 
millones de toneladas) y el trigo (2 millones de hectáreas con una producción 
aproximada de 4.8 millones de toneladas) (A). 
El rendimiento en todos los casos es unas tres veces superior en cultivos de regadío 
que en cultivos de secano, lo cual supone un problema tanto económico como 
ambiental, especialmente en el caso del maíz, cuya maduración tiene lugar durante los 
meses calidos. Por todo esto, la posibilidad de incidir sobre su proceso de maduración, 
como por ejemplo acortando su duración o incrementando su eficacia, tendría 














2. EL GRANO DE MAÍZ: DESARROLLO Y 
DIFERENCIACIÓN DEL ENDOSPERMO: 
El origen del endospermo esta intrínsecamente ligado a una doble fecundación. En 
ella se produce la fusión de los dos núcleos polares del saco embrionario con uno de los  
núcleos espermáticos originando un núcleo triploide  (3n, 3C) precursor del 
endospermo. Simultáneamente  se forma un núcleo diploide (2n, 2C) como fruto de la 
fusión del segundo núcleo espermático con la célula huevo, siendo este el verdadero 
embrión. 
En maíz, al igual que en el resto de cereales, el endospermo es un tejido de reserva 
que se mantiene en la semilla madura. No obstante, en otras plantas, principalmente 
dicotiledóneas como Arabidopsis thaliana, el endospermo se va degradando conforme 
madura el embrión y queda reducido a un tejido residual, siendo los cotiledones el 
principal tejido de reserva. 
Nada más producirse la doble fecundación, el núcleo triploide experimenta una serie 
de rápidas divisiones carentes de citocinesis y formación de pared celular, que da lugar 
a un sincitio de aproximadamente 512 núcleos a los 3 DAP (días después de la 
polinización). La rapidez de estas divisiones iniciales resulta llamativa si la comparamos 
con la lentitud de las divisiones que tienen lugar de forma paralela en el embrión, en las 
cuales si tiene lugar un proceso de citocinesis y formación de pared celular. Al final de 
la etapa sincitial los núcleos migran hacia la zona chalazal del saco embrionario (Figura 
1.3A, B, C) y como resultado del alargamiento de la vacuola central se distribuyen por 
la periferia del endospermo (Figura 1.3D).  
En este punto el endospermo sincitial da lugar a un endospermo con forma de 
cenocito al experimentar una celularización atípica, seguido de un proceso de 
alveolación desde la periferia del endospermo hacia el interior. 
Al final de este periodo, se define un dominio citoplasmático en torno a cada núcleo 
por la formación de un sistema de microtúbulos radiales (Figura 1.3E), seguido de la 
deposición de una pared celular  anticlinal. De esta manera se forma una estructura 
tubular rodeando cada núcleo y carente de una pared periclinal interna, conocida como 
capa alveolar (Figura 1.3F). 
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Con posterioridad, los núcleos se dividen de forma sincrónica e inmediatamente tiene 
lugar la citocinesis y formación de pared periclinal (Figura 1.3G). Este proceso se repite 
desplazando la capa alveolar centrípetamente hasta rellenar la cavidad central con 
células, culminando por lo general entorno a los 6DAP, en el caso de maíz (Figura 
1.3H). 
Poco después de la celularización, los endospermos de dicotiledoneas como 
Arabidopsis empiezan a degenerar y solo la capa epidérmica, reminiscencia de la 
aleurona de cereales, permanece en la semilla madura. 
En cereales, por el contrario el endospermo sigue creciendo hasta alcanzar un tamaño 
substancial. En este caso la división celular que hasta ahora había sido la forma de 
crecimiento del endospermo queda restringida a una región de la periferia. Mientas 
tanto, las células del interior del endospermo continúan creciendo por alargamiento y 
acumulación de cuerpos proteicos y almidón. Lo que va acompañado de un incremento 
de material genético, ADN, mediante endorreduplicaciónes, para concluir con el 
desencadenamiento de un programa de muerte celular (PCD) que hace que solo la 
aleurona permanezca viva en el endospermo maduro.  
Figura 1.3.  Esquema del
desarrollo endospérmico; el
núcleo endos-pérmico primario
(en) comienza a dividirse en la
región chalazal del saco
embrionario para a continuación
migrar a posiciones periféricas (A,
B, C, D). La celularización
comienza con la formación de
paredes celulares anti-clinales
(acw) entre núcleos adyacentes, las
cuales van a separar los núcleos en
alveolos (alv) (F). Finalmente, la
división del núcleo alveolar va
seguida de la formación de una
pared celular periclinal (pcw) (G),
formándose una capa de células
periféricas y la capa de alveolos se
desplaza hacia el interior. El
proceso se repite hasta que se
completa la celularización de la
cavidad endospérmica (H). (cy)
citoplasma, (cv)  vacuola central,,
(ccw) pared celular de la célula
central, (RMS) sistema de
microtúbulos radiales.
(Modificación de Olsen, 2004) 
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El endospermo maduro se puede dividir en cuatro tipos celulares principales, y todos 
ellos muestran unas características histológicas distintas o un patrón de expresión de 
genes especializado. 
 Células de transferencia: Es el primer tipo celular distinguible 
histológicamente durante el desarrollo del endospermo, pudiéndose observar ya a las 6 
DAP. Este tipo celular presenta una extensa pared con una serie de proyecciones o 
vellosidades que aumentan mucho la superficie de membrana plasmática existente, 
facilitando de esta forma la captura de nutrientes procedentes del tejido materno por 
parte del endospermo. También se caracterizan por tener un citoplasma denso, rico en 
mitocondrias pequeñas y redondas y por la expresión especifica de algunos genes, entre 
los que destacan los genes de tipo BETL de 1-4, que son pequeños péptidos de función 
desconocida, salvo en el caso de BETL2 ahora llamado BAP2, que se ha demostrado que 
tiene actividad antifungica. Otros genes específicos de células de transferencias, como 
ZmMRP1 y ZmTCRR1 y 2, están relacionados con redes reguladoras y se cree pueden 
intervenir en la diferenciación de las mismas.  
 Aleurona: En maíz esta formada por una única capa celular que rodea al 
endospermo excepto en la región de las células de transferencia y se diferencia entre los 
6 y 10 DAP. Se caracteriza por poseer un citoplasma denso y granular debido a la 
presencia de numerosas vacuolas con cuerpos de inclusión llamados gránulos de 
aleurona. La aleurona madura contiene antocianinas, que le dan un gran rango de 
colores al grano de maíz. Este es el único tejido vivo en el endospermo de un grano 
maduro, ya que tiene un programa de desarrollo específico que las protege de la 
desecación. Cuando la germinación es activada, las células de la aleurona responden a la 
presencia de giberelinas procedentes del embrión, activando la expresión  de un 
conjunto de genes codificantes para enzimas proteolíticas e hidrolíticas, que llevan a 
cabo la digestión del endospermo y movilizan el almidón y proteínas almacenadas en él, 
para su utilización por el embrión durante el crecimiento. 
 ESR (región circundante del embrión): es un grupo de células que 
inicialmente rodea por completo el embrión, pero que conforme este crece, queda 
relegada a una región circundante del suspensor. Morfológicamente se caracterizan por 
ser células compactas, con un citoplasma denso y un contenido elevado en retículo 
endoplasmático rugoso. Esta morfología sugiere una función sintética y posiblemente 
productora de sustancias que son capturadas por el embrión en desarrollo. Además se le 
                                                                        Introducción 
 27
supone un potencial papel en defensa contra patógeno y participación en la señalización 
entre embrión y endospermo. 
 Endospermo amiláceo: Este tipo celular constituye el grueso del 
endospermo de cereales y representa el lugar principal de almacenamiento de almidón y 
proteínas. Hasta el momento no se han encontrado factores reguladores responsables del 
desarrollo del endospermo amiláceo, por eso se cree que es el tipo celular por defecto 
dentro del endospermo (4, 5, 6, 7).  
Comprender cómo es determinada la identidad de los diferentes tipos celulares 
durante el desarrollo de la semilla tiene potenciales aplicaciones prácticas. Por ejemplo 
la manipulación de las células de transferencia podría aumentar la eficacia en la captura 
de nutrientes, aumentando de esta forma la producción de la cosecha. La aleurona es 
rica en lípidos y alterando su desarrollo se podría alterar la composición lipídica de la 





Figura 1.4. Sección sagital de un gano maduro de maíz. AL, aleurona; CT, capa de células de 




2.1 Relación con el endospermo de dicotiledóneas: Arabidopsis 
thaliana.  
El endospermo en la mayor parte de dicotiledóneas, va degenerando hasta convertirse 
en una estructura residual en la semilla madura, y son los cotiledones los órganos 
encargados de acumular las sustancias de reserva que requiere el embrión durante su 
desarrollo. Esta situación contrasta con la de muchas especies de monocotiledóneas en 
las que el endospermo es el principal órgano de almacenamiento de sustancias de 
reserva y constituye una parte significativa de la semilla madura. 
A pesar de las diferencias, en ambos casos se produce una primera etapa de cenocito 
que, tras un proceso de celularización y diferenciación, da lugar a una serie de dominios 
celulares con una disposición análoga a la encontrada en cereales a lo largo del eje 
antero-posterior de la semilla. En función de la posición respecto a dicho eje se puede 
establecer una relación entre las 3 regiones que se distinguen en el endospermo de 
Arabidopsis y las partes del endospermo de cereales (Figura 1.5): 
 Endospermo anterior o micropilar: cuyo citoplasma sincitial rodea al 
embrión en el estadio globular y podría interaccionar con él. Estaría por tanto 
relacionado con la región ESR del endospermo de cereales. 
 Endospermo periférico: Es un tejido reducido a una única capa celular en 
la semilla madura, en ocasiones se denomina aleurona,  sus células no contienen 
sustancias de reserva y un pared celular delgada y su posible función aún no esta clara. 
Figura 1.5. Desarrollo y diferenciación del endospermo en Arabidopsis. (A) El proceso de 
celularización no ocurre de forma sincronizada en los diferentes dominios celulares del 
endospermo, PEN: endospermo periférico; MCE, endospermo micropilar; CZE, endospermo 
chalazal; (e) embrión; (nod) nódulos multinucleados. (B) Endospermo completamente 
celularizado (ce). (C) El endospermo es consumido durante la maduración de la semilla por el 
embrión, quedando sólo una capa de células similares a la aleurona (alc), (em) embrión 
maduro. (Modificación de Olsen 2004) 
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 Endospermo posterior o chalazal: no esta completamente celularizado y en 
él encontramos nódulos multinucleares próximos al tejido materno que podrían 
desempeñar un papel similar a las células de transferencia del endospermo de cereales, 





3. COLECCIONES DE MUTANTES: APLICACIONES EN 
EL ANÁLISIS GENÉTICO DEL  DESARROLLO DEL 
ENDOSPERMO DE MAÍZ: 
Para diseccionar el complejo entramado de sistemas reguladores  que controlan el 
desarrollo y el metabolismo de la semilla podemos valernos del análisis genético. En 
particular, los mutantes monogénicos constituyen un material biológico muy valioso 
para este tipo de análisis, ya que nos permiten identificar genes claves en los distintos 
procesos biológicos. Zea may spp mays es un organismo adecuado para este tipo de 
estudios, porque se dispone de un gran numero de colecciones de mutantes inducidos 
químicamente o por inserción de transposones.  
Por otro lado, las dos estructuras que conforman la semilla son de fácil acceso y a 
simple vista se pueden identificar mutantes deficientes en el desarrollo de uno o ambos 
compartimentos en mazorcas segregantes, lo que facilita aún más su utilización en 
estudios sobre el desarrollo de las semillas de cereales. Si bien estos mutantes no nos 
permitirán identificar todos los genes relevantes para el desarrollo de la semilla, cada 
uno  de los identificados proporcionará un punto de partida para el análisis molecular de 
una red reguladora completa (8). 
Las colecciones de mutantes han sido tradicionalmente utilizadas por los genetistas 
en aproximaciones de genética directa (forward genetics) y desde los años 80 las más 
utilizadas han sido las obtenidas por inserción, ya que la marca generada por la 
inserción, debería facilitar la identificación del gen causal. Actualmente también están 
siendo muy utilizadas como fuente de alelos mutantes de genes conocidos en estudios 
de genética reversa (reverse genetics) para determinar su función a partir del fenotipo 
obtenido. 
Para la creación de este tipo de colecciones se pueden utilizar  transposones de bajo 
número de copias (de las familias Ac/Ds y Spm/dSpm), que se distinguen por presentar 
un pequeño número de copias en el genoma, haciendo mas sencillos los análisis 
posteriores. Este tipo de elementos producen, sin embargo, colecciones muy limitadas 
en cuanto a la cobertura del genoma, ya que el número de líneas debería ser muy 
elevado y este se encuentra limitado por razones prácticas. Además, estos elementos 
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muestran preferencia por la transposición a posiciones cercanas, concentrando de esta 
forma todas las inserciones en una región pequeña del genoma, complicando aún más la 
obtención de colecciones representativas. La alternativa a este tipo de transposones, es 
la utilización de los de alto número de copias, entre los cuales sobresale la familia de 
elementos transponibles Mutator (Mu).  
3.1 Elemento transponible Mutator (Mu): Características generales. 
La familia de elementos transponibles Mutator (Mu) constituye la familia de 
transposones mas activos y mutagénicos descubiertos hasta el momento. Fueron 
descubiertos por Robertson D. en 1978 en poblaciones de maíz con un elevado ratio de 
mutaciones en diversos locus. En estas líneas de maíz con elementos Mu activos, la 
frecuencia de transposición esta cercana al 100% (un evento de transposición germinal 
por generación) y la transposición tiene lugar preferencialmente a regiones de bajo 
número de copias (secuencias transcritas en su mayoría), como se ha podido comprobar 
en diversos estudios, por ejemplo en la colección de RescueMu, el 69% de las 
secuencias identificadas por contener una inserción de dicho elemento corresponden a 
secuencias de bajo numero de copias (14). Estas características hacen de Mu una 
herramienta muy útil a la hora de generar colecciones de mutantes representativas del 
genoma de maíz. 
El sistema de transposones Mutator es una familia compleja, que contiene un 
elemento autónomo MuDR (denominado así en honor de Robertson D. descubridor de 
esta familia de transposones), los elementos hMuDR (elementos homólogos de MuDR), 
y una gran cantidad de variantes no autónomas caracterizadas por la presencia de unas 
largas secuencias repetidas invertidas en los extremos (TIRs) de 170-220 pb y una 
secuencia interna variable. Además generan repeticiones directas de 9 pb en la zona de 
inserción (Figura 1.6). 
Todos los elementos transponibles Mu de maíz son regulados por el elemento 
autónomo MuDR. Este contiene dos genes mudrA y mudrB (Figura 1.6), cada uno de los 
cuales es transcrito hacia dentro desde promotores propios localizados en las regiones 
TIR. Como resultado de un procesamiento alternativo, se ha predicho que cada ORF 
codifica para varias proteínas, no obstante el  transcrito mejor caracterizado de mudrA 
corresponde a una transposasa de 120kDa o MURA y en el caso del gen mudrB se 
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corresponde con una proteína de 23kDa o MURB, de función desconocida, pero 
imprescindible para la inserción, especialmente en las transmitidas de forma germinal.  
Hasta el momento solo se conocen dos líneas que contengan el elemento MuDR 
autónomo. Sin embargo, todas las líneas de maíz contienen elementos derivados 
hMuDR, cuya secuencia es similar a la de MuDR en un 80-99%. Todos estos elementos 
presentan niveles elevados de transcripción pero ninguno está asociado con la actividad 
de transposición, por lo que se les ha otorgado un papel importante en la regulación de 
la actividad de transposición.  
La actividad de transposición también se encuentra regulada por la metilación de las 
citosínas en sitios CG y CNG en las regiones TIR de los elementos Mu no autónomos. 
De hecho, esta metilación se utiliza como una característica diagnostica de la 
inactivación de los elementos Mu. La metilación tiene lugar después de que los 
elementos MuDR se hayan perdido por segregación genética. No obstante, si MuDR es 
Figura 1.6. Ilustración de la familia de transposones Mutator de maíz. Todos tienes una 
secuencia repetida invertida terminal similar de 220pb, pero la secuencia interna es diferente 
en cada uno. En el MuDR se pueden ver los dos transcritos presente en su interior y la 
disposición dentro del mismo (9). 
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restaurado genéticamente entonces la metilación revierte, sugiriendo que la metilación 
de las regiones TIR se produce en ausencia de MuDR. En determinadas líneas incluso 
los elementos MuDR pueden encontrarse metilados, en un proceso asociado al 
silenciamiento transcripcional. Una vez silenciados, son raramente reactivados, excepto 
al ser expuestos a agentes mutagénicos tales como radiaciones de luz ultravioleta. A 
pesar de que los requerimientos básicos para la actividad Mu están bien establecidos, 
aun quedan lagunas en la comprensión de los mecanismos que regulan la actividad de 
MuDR (10, 11). 
Para la creación de una población mutagenizada por inserción de Mu, es necesario el 
cruzamiento de una línea de maíz con elementos Mu autónomos activos por una línea de 
maíz que únicamente presente elementos Mu no autónomos. De esta forma se obtiene 
una población F1 que representan una colección de genes mutagenizados al azar a lo 
largo del genoma. El fenotipo de 
estas mutaciones será observado y 
anotado en las semillas o plantas 
F2. Una vez seleccionada la línea 
con el fenotipo de interés, este 
será confirmado en las semillas o 
plantas F3. Al mismo tiempo las 
plantas de la F2 serán cruzadas 
con una línea hibrida para reducir 
la carga de elementos Mu activos 
y facilitar los análisis posteriores 
(Figura 1.7).  
Si hacemos una estimación del 
tamaño de la población requerida 
para obtener una inserción por 
unidad funcional o gen, debemos 
suponer una mutagénesis aleatoria, y como se ha estimado que el número de unidades 
funcionales en maíz es de aproximadamente 50.000,  se necesitarían aproximadamente 
unas 230.000 inserciones aleatorias para obtener una población con al menos una 
mutación en cada gen con una probabilidad del 99% (23).  
Figura 1.7. Esquema explicativo de los pasos a seguir 
para obtener una población  típica mutagenizada por 
inserción de elementos Mutator. 
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Figura 1.8. Esquema explicativo de la obtención de la 
población con inserciones estables como la MTMdB 
3.2 Principales colecciones mutagenizadas por inserción del elemento 
transponible Mutator (Mu). 
En la actualidad existen más de 150.000 líneas mutagenizadas si tenemos en cuenta 
todas las poblaciones obtenidas, y los principales programas para la obtención de estas 
colecciones son: 
 Trait Utility System for Corn (TUSC): Fue el primer programa destinado a 
generar una colección mutagenizada de alta densidad por inserción del elemento 
transponible Mu. Se inició en 1995 por la empresa Pioneer Hi-Breed y en la actualidad 
cuenta con unas 42.000 líneas. Ha conseguido ser representativa al contar con una alta 
densidad de inserciones por línea, detectando un  alelo para el gen de interés en un 95% 
de las ocasiones y dos o más en un 86% de las ocasiones, ya que está destinada 
principalmente a aproximaciones de genética reversa (11).  
 Maize Targeted Mutagenesis database (MTMdB): Rob Martienssen y 
colaboradores, desarrollaron una colección mutagenizada por inserción de Mu y una 
estrategia de screening similar a la 
desarrollada por Pionneer-Hi Bred, para 
su aplicación en experimentos de 
genética reversa. Esta colección es 
publica y cuenta con aproximadamente 
40.000 líneas. El principal 
inconveniente para la aplicación de 
estas colecciones a la genética reversa 
son los falsos positivos, ocasionados 
por la identificación de inserciones 
somáticas de Mu, que no se transmiten 
a la descendencia. Para evitar  los 
falsos positivos, ocasionados por la alta tasa de mutaciones somáticas típicas de los 
elementos de la familia Mutator, Martienssen R. cruzó las plantas portadoras del 
elemento MuDR con una línea que contenía un alelo supresor-dominante de MuDR, 
denominado Mu-inhibidor, que inactiva el elemento autónomo durante el desarrollo del 
esporofito. De esta forma obtuvo una F1 con baja tasa de inserciones somáticas (Figura 
1.8). 
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Se ha estimado que cada planta F1 del MTMdB contiene aproximadamente 10 
transposiciones germinales independientes, resultando en una colección de 400.000 
inserciones y por lo tanto, según las estimaciones iniciales debería poder identificarse al 
menos un alelo en el 99% de los genes de interés, sin embargo en la actualidad se 
detectan alelos germinales en un 40% de las ocasiones. Esto puede ser debido a causas 
tan dispares como problemas en el diseño de los ensayos de PCR, regiones refractarias 
para la inserción de Mu y genes que tengan letalidad gametofítica y por lo tanto no 
permitan la transmisión de la inserción a la siguiente generación, problemas que serían 
extrapolables al resto de colecciones. ( http://mtm.cshl.org ) (11, 12). 
 RescueMu: Es otro programa de genética reversa que se comenzó a 
desarrollar en los años 90. Se diferencia de las colecciones anteriormente mencionadas 
por la utilización de un elemento Mu diseñado artificialmente y denominado RecueMu. 
Este elemento Mu esta construido a partir de un pBluescript (Stratagene) flanqueado por 
los TIR de un elemento Mu1 (Figura 1.6). Con este elemento Mu artificial se creo una 
línea transgénica de maíz, de bajo número de copias, 1 o 2 elementos RescueMu por 
planta, en la que el elemento debía movilizarse al cruzarla con líneas activas de Mu. La 
colección tiene en la actualidad aproximadamente 2000 plantas de las que se extrajo 
DNA en pools y se digirió con encimas de restricción que no cortaban en el RescueMu, 
para aislar secuencias flanqueantes del sitio de inserción. El DNA resultante se 
circularizó y transformó en E. coli, obteniendo así una librería de plásmidos con el 
RescueMu y la secuencia flanqueante a la inserción (FST). La secuenciación de las 
librerías correspondientes a cada uno de los pools permitió generar una base de datos 
donde se puede buscar la inserción en el gen que nos interesa y localizar la planta que 
contiene dicha inserción (11, 13, 14). 
 UniformMu y Photosynthetic Mutant Screen: Son dos programas de 
mutagénesis dirigidos principalmente a experimentos de genética directa,  pero pueden 
utilizarse también en aproximaciones de genética reversa.  
− Photosynthetic Mutant Screen: Es una colección diseñada para 
identificar alelos que generen fenotipos no fotosintéticos. La colección cuenta 
aproximadamente con 1700 líneas segregantes cuyo fenotipo indica que tiene 
mutaciones en genes que codifican para proteínas de localización plastídica                         
( http://chloroplast.uoregon.edu/ ) (11). 
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− UniforMu: Es un proyecto en el que se utiliza una población que 
contiene el elemento transponible Mu introducida en un fondo genético de una línea 
hibrida W22, con el objetivo de identificar mutaciones que interfieran en el desarrollo 
del endospermo. Este proyecto al igual que el anterior combina las estrategias de 
genética directa y reversa. Consta aproximadamente de 2000 líneas segregantes para 
fenotipos mutantes de grano, que debería ser suficiente para tener una población 
saturada, ya que Sherindan y Neuffer (15) anteriormente habían estimado en 300 los 
genes que podrían dar como resultado fenotipos mutantes visibles en el grano.  
Otra característica importante de esta colección es que las mutaciones han sido 
seleccionadas a lo largo de 5 retrocruzamientos por W22 en contra de la actividad 
somática de los elementos Mu, consiguiendo líneas con escasa actividad de Mu y por 
tanto muy estables ( http://www.endosperm.org ) (11, 22). 
 La colección de maíz mutagenizada por la empresa BIOGEMMA S.A.S. 
Contiene 25.000 líneas y es accesible mediante acuerdos específicos con la compañía y 
fue creada con el objetivo de ser aplicada en aproximaciones de genética reversa  y 
directa. 
En particular, entre estas 25.000 líneas se hizo una selección fenotípica de 300 líneas, 
para un proyecto de genética directa,  basada en la presencia de granos con déficit en su 
llenado en una proporción 3 normales: 1 mutante (indicativo de  una herencia 
mendeliana monogénica), y de las cuales 72 líneas serán el material biológico de partida 
para el desarrollo de esta tesis.  
3.3 Antecedentes de la genética directa en colecciones de maíz 
mutagenizados por inserción de Mu. 
Hasta el momento este tipo de colecciones no han dado los resultados esperados en su 
aplicación a la genética directa, aunque sí han demostrado ser muy útiles en 
experimentos de genética reversa. 
Los problemas para la aplicación de estas colecciones a la genética directa vienen 
dados por su gran capacidad de transposición, incluyendo transposición somática  y su 
elevado número de copias, que hace que el material a analizar presente una elevada 
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complejidad que dificulta la identificación, clonaje y validación de genes candidatos a 
ser causales del fenotipo de interés. Por todo ello hasta el momento no se ha podido 
desarrollar una técnica que permita la identificación a gran escala de inserciones 
causales del fenotipo de interés en aproximaciones de genética directa.  
Las técnicas desarrolladas con estos propósitos han sido múltiples, y con un 
denominador común, todas ellas tienen como material de partida DNA genómico 
(DNAg). Algunos de los procedimientos con resultados más satisfactorios incluyen: 
 Búsqueda de co-segregación en patrones de hibridación con sondas 
específicas de Mu y la recuperación de los co-segregantes desde librerías de fago λ.  
 AIMS (amplificación de sitios 
mutagenizados por inserción): Para ello se digiere 
el DNAg con una encima que deja extremos mono-
hebra protuberantes donde se puede ligar un 
adaptador. Posteriormente se hace una 
amplificación lineal con un primer biotinilado 
correspondiente a una secuencia consenso de los 
TIR del elemento transponible Mu, y se purifican 
estos fragmentos biotinilados por interacción con 
streptavidina. Los fragmentos resultantes de la 
purificación se utilizan para una amplificación 
exponencial con un primer del adaptador y un 
primer mas interno del TIR (Figura 1.9). De esta forma obtendremos un patrón de FSTs, 
de entre los cuales deberemos recuperar los co-segregantes con la mutación, clonarlos y 
secuenciarlos para obtener el candidato a ser causal (16). 
 MuAFLPs: es una técnica derivada de los AIMS, en la que se digiere el 
DNAg con dos encimas de forma simultanea, una de las cuales digiere en los TIR y la 
otra encima no tiene diana de restricción en la secuencia del transposon y por tanto corta 
en la secuencia flanqueante de la inserción. Se liga un adaptador 1 en un extremo y otro 
adaptador 2 en el extremo correspondiente al TIR. En este punto, en la técnica original 
diseñada por D. Edwards en 2002 (17), el adaptador 2 es biotinilado y  permite purificar 
los FST por interacción con la streptavidina, enriqueciendo la muestra en FSTs, que 
posteriormente se amplifican por PCR con un cebador específico del TIR y otro del 
Figura 1.9. Esquema explicativo del 




adaptador 1, obteniendo un patrón de FSTs, de entre 
los que deberemos recuperar los co-segregantes con 
la mutación (Figura 1.10). 
El proceso de recuperación-enriquecimiento de 
FSTs por la interacción botina-streptavidina, es un 
proceso complejo, que dificulta su aplicación a gran 
escala, por eso fue modificado posteriormente por 
Wang y Col. en 2008 (18). Sustituyeron el paso de 
purificación del adaptador biotinilado por una pre-
amplificación con un cebador específicos del 
adaptador 1 y adaptador 2, seguido de un segunda 
amplificación “Touch-down” selectiva en la que se 
utiliza una mezcla de cebadores específicos  que 
contienen parte de la secuencia del adaptador 2 y de 
la secuencia TIR , junto con un primer del adaptador 
1 (Figura 1.11), de esta forma se obtiene un 
enriquecimiento en FSTs de entre los cuales deberán 
recuperarse posteriormente los co-segregantes con el 
fenotipo. 
 MuTAIL_PCR: esta técnica de 
identificación de FSTs ha sido muy utilizada en colecciones generadas por inserción de 
transposones de bajo numero de copia y en colecciones mutagenizadas por  T-DNA  de 
Arabidopsis thaliana.  Consiste en dos PCR sucesivas en las que se utilizan un cebador 
especifico (de la región que se quiere amplificar, en este caso la inserción) y una mezcla 
de cebadores aleatorios, a la vez que se alternan ciclos de anillamiento de alta (Tm del 
cebador especifico) y baja (Tm de los cebadores aleatorios) temperatura, para amplificar 
todos los FSTs. 
Esta técnica fue puesta a punto por Settles y col. en 2004 (19) para su aplicación por 
primera vez en colecciones generadas por inserción de elementos transponibles de alto 
numero de copias, como es la familia de elementos Mu, y por eso se denomino 
MuTAIL-PCR. Para aplicarlo en maíz el principal problema fue desarrollar unos 
Figura 1.10. Esquema explicativo 
del método de MuAFLPs 
desarrollado por  D. Edwards 
Figura 1.11. Esquema explicativo 
del método de MuAFLPs 
desarrollado por  Wang y col. 
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cebadores adecuados para la primera y segunda PCR que le permitiesen amplificar casi 
la totalidad de las secuencias flanqueantes del total de transposones de cada una de las 
líneas, y para ello empleó una serie de cebadores degenerados que podían amplificar 
todos las secuencias TIR existentes en los diferentes elementos de la familia de Mu 
dentro de un genoma. Una vez amplificados todos  los FSTs, se pueden secuenciar y 
obtener una base de datos de las inserciones que hay en cada una de las líneas para su 
aplicación en experimentos de genética reversa (Figura 1.12).  
Esta técnica no es aplicable en aproximaciones de genética directa, donde se deben 
recuperar bandas co-segregantes, porque una inserción especifica  puede no 
necesariamente ser amplificada por los mismos primer aleatorios en los diferentes 
individuos segregantes, resultando en FSTs de diferentes tamaños y por tanto no se 
pueden identificar como co-segregantes. Además, algunos de los cebadores optimizados 
para el caso producen un rastro de amplificación, que hace difícil identificar bandas 
especificas co-segregantes. 
 MuTA: es un método basado en la 
combinación de elementos de las dos técnicas 
anteriores MuTAIL y AIMS, para obtener un 
nuevo método más eficiente en el análisis de 
co-segregantes en mutantes inducidos por 
inserción de Mu a gran escala. 
En este caso el DNAg es digerido con 
encimas de restricción para generar un 
conjunto de fragmentos al que ligar un 
adaptador en los extremos de cada fragmento. 
Figura 1.13. Esquema explicativo 
del método de MuTA desarrollado 
por Becraft. 
Figura 1.12. Esquema explicativo 
del método de MuTAIL-PCR  
desarro-llado por  Settles y col.  
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A continuación se hace una amplificación selectiva de los fragmentos que tienen el 
adaptador y el transposón, utilizando para ello un cebador especifico del TIR y uno del 
adaptador. En este caso para generar un enriquecimiento en fragmentos que contienen la 
inserción, en lugar de utilizar un cebador biotinilado se utiliza la técnica de TAIL-PCR, 
ya que los cebadores de los TIR tienen una Tm de 60ºC y los cebadores de los 
adaptadores de 50ºC. Utilizando un protocolo de PCR consistente en varios ciclos con 
una temperatura de anillamiento de 60ºC intercalados con un único ciclo de 47ºC, 
conseguimos tener una PCR enriquecida en FSTs. Finalmente se hace una segunda PCR 
con el primer del TIR marcado fluorescentemente, para poder visualizar el patrón en un 
secuenciador y así identificar las bandas co-segregantes, que posteriormente deberán ser 
clonadas, y secuenciadas para identificar el gen candidato a ser causal (20) (Figura 
1.13). 
 Illumina HTS: esta estrategia esta basada en una técnica similar a los 
AFLPs unido con la nueva tecnología de secuenciación masiva Illumina. En este caso el 
DNAg es fragmentado mecánicamente para obtener unos fragmentos de tamaño medio 
de 500pb. Posteriormente estos fragmentos son ligados a unos adaptadores apropiados 
para la secuenciación de Illumina y se purifica en gel para recuperar únicamente 
fragmentos de entre 220 y 500 pb que son los aptos para este tipo de secuenciación. A 
continuación se hacen dos pasos de hibridación con oligonucleotidos biotinilados con la 
secuencia de los TIR y su purificación por interacción con streptavidina. Acto seguido 
de cada purificación se realiza una PCR de 12 o 15 ciclos con un cebador de la 
secuencia TIR y otro del adaptador de Illumina. Una vez realizada la segunda ronde de 
hibridación-purificación-PCR se purifican en gel los fragmentos entre 220 y 500pb para 






Figura 1.14. Esquema explicativo del 
método de Illumina HTS para 
identificación de FSTs co-segregantes. 
                                                                        Introducción 
 41
Figura 1.15.  Esquema simplificado del proceso para la obtención de los cDNA-FSTS 5´ y 3´. 
De esta forma obtenemos un alto numero de secuencias de cada uno de los DNA 
tratados, y podemos identificar todos los genes que tienen inserción del transposón, 
pudiendo utilizar dichas secuencias para generar una base de datos donde tengamos un 
catálogos de genes mutados por inserción del transposón para aproximaciones de 
genética reversa (21). 
No obstante, para su aplicación en aproximaciones de genética directa, que es el caso 
que estamos tratando, se utilizaron unos adaptadores que contenían un código de barras 
(identificador de cada una de las muestras de DNA utilizadas para la secuencia) y que se 
ligan de forma independiente al DNA de una  serie de individuos segregantes para la 
mutación. De esta forma se puede saber que secuencias proceden de cada individuo y 
así determinar las que co-segregan con la mutación, eliminando el costoso proceso de 
identificación, clonaje y secuenciación de las bandas candidatas a ser causales. 
En esta tesis, pretendemos desarrollar una técnica que mejore los resultados obtenidos 
en el análisis de las colecciones generadas por transposición del elemento Mu a gran 
escala, en aproximaciones de genética directa. Para ello partimos de la hipótesis de que 
trabajando con amplificación de FST desde cDNA (cDNA-FST) (Figura 1.15) 
eliminaremos algunos de los inconvenientes de trabajar con DNAg, que es lo más 
común en las técnicas utilizadas con anterioridad. En primer lugar, el número de FSTs 
se reducirá al trabajar únicamente con las secuencias transcritas que contengan 
inserciones de Mu, y que en principio serán las inserciones que con mayor probabilidad 
pueden ser causales. A ello debemos sumar un diseño experimental basado en el análisis 
de los cDNA-FST de 1 semilla silvestre (wt) y 2 semillas mutantes procedentes de 
individuos distintos, con este diseño se pretende eliminar en lo posible falsos positivos 
ocasionados por inserciones somáticas, originadas durante el desarrollo somático de las 
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plantas y por tanto no relacionadas con la mutación a estudiar. De esta forma el proceso 
de identificación de los genes candidatos debería ser más sencillo, mejorando los 































                                                                        Introducción 
 43
4.  ETILENO: BIOSINTESIS Y SEÑALIZACIÓN: 
Uno de los genes identificados en esta tesis como potencialmente causal del fenotipo 
mutante en una línea de maíz está relacionado con la acumulación de Etileno. A 
continuación revisamos los aspectos fundamentales de la síntesis y señalización 
mediada por esta importante hormona vegetal. 
El etileno es un gas que existe en condiciones ambientales normales. Puede influir en 
muchos aspectos del ciclo vital de la planta, incluyendo germinación de semillas, 
iniciación y desarrollo de las raíces, desarrollo de pelos radiculares, desarrollo de flores, 
diferenciación sexual, maduración de fruto, senescencia y respuesta a estreses bióticos o 
abióticos. Su producción puede ser inducida por luz en muchos tejidos de la planta y 
controlada por el reloj circadiano, con un máximo de producción al medio día. La 
aplicación de otras hormonas como auxinas, acido abcísico y citoquinas puede afectar a 
los niveles de etileno, pero además el etileno puede alterar su propia producción, 
inhibiendo o estimulando su biosíntesis. 
Es una molécula biológicamente activa en cantidades traza y sus efectos son de gran 
interés comercial. Se descubrió por primera vez en el siglo XIX cuando Neiljubov 
observó que el gas utilizado en la iluminación causaba senescencia prematura y 
defoliación de plantas producidas en invernaderos. Ahora se sabe que todas las células 
del las plantas producen etileno durante su desarrollo, pero en cantidades muy variables.  
El etileno además es una molécula que puede disolverse tanto en fases lipídicas 
(membranas) como en la fase acuosa de las células, no obstante su solubilidad es mucho 
menor en la fase acuosa que en la lipídica. En plantas dicotiledóneas etioladas y tratadas 
con etileno o su precursor 1-aminociclopropano-1-acido carboxílico (ACC) se ha 
observado un fenotipo denominado de triple respuesta, en el que se observa la 
inhibición del crecimiento del hipocotilo y la elongación de la raíz, así como una 
curvatura exagerada del “gancho” que forman los cotiledones en la zona apical. La 
utilización de este fenotipo para buscar en colecciones de mutantes de Arabidopsis ha 
permitido localizar multitud de mutantes en la biosíntesis, transducción de señales y 
rutas de respuesta a etileno. A estos mutantes hay que unir el mapeo, clonaje y 
caracterización de los genes candidatos en mutantes naturales deficientes en la respuesta 
a etileno, en especies como el tomate. El análisis genético y de epistaxis de todos estos 
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Figura 1.16. Ruta de biosíntesis de etileno. Las enzimas que catalizan los tres pasos se 
muestran en rojo encima de las flechas. Los dos átomos de carbono que darán lugar al 
etileno se muestran en verde. La MTA es reciclada por el ciclo de Yang para dar lugar de 
nuevo a MET (metionina). 
mutantes ha permitido construir un modelo linear de biosíntesis y señalización del 
etileno (Figura 1.16 y 1.20) (24, 25). 
4.1 Biosíntesis y regulación  de la producción de etileno. 
La biosíntesis del etileno fue objeto de numerosos estudios durante la segunda mitad 
del siglo XX. Lieber y Mapson fueron los primeros en proponer la metionina como el 
precursor del etileno. La ruta de biosíntesis de etileno a partir de metionina consta de  
tres pasos en los cuales la metionina es transformada en S-adenosyl-L-metionina (S-
AdoMet) por la S-AdoMet sintasa, la S-AdoMet es transformada en ACC mediante la 
ACC sintasa, paso limitante de la ruta en la mayoría de las situaciones, y finalmente la 
ACC oxidasa degrada ACC para dar lugar al etileno. 
En esta ruta además de formarse S-AdoMet, ACC y etileno se producen una serie de 
productos secundarios. En la producción de ACC se origina también 5´-
metiltioadenosina (MTA) que es utilizado para la regeneración de la metionina, 
asegurándose así que se pueden producir niveles elevados de etileno con un volumen de 
metionina pequeño. En el proceso de formación de etileno a partir de la degradación de 
ACC también se forma HCN que puede tener un efecto toxico sobre la célula, pero es 
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4.1.1 ACC sintasa: una familia multigénica 
Las isoformas de ACC sintasa están codificadas por una familia multigénica en todas 
las plantas que se han analizado y estos genes son diferencialmente regulados a nivel 
transcripcional a lo largo del desarrollo y en respuesta a diferentes señales ambientales. 
En el caso de Arabidopsis se han encontrado 12 genes de ACC sintasa (ACS), de los 
cuales AtACS3 codifica para un pseudogen, mientras que AtACS10 y 12 han sido re-
clasificados posteriormente como aminotransferasas, lo que hace un total de 9 ACC 
sintasas verdaderas. En maíz Gallei y Young identificaron 3 locus diferentes que 
denominaron ZmACS2, 7 y 6 (27). Basándose en diferentes secuencias consenso 
presentes en el C-terminal se pueden agrupar en tres tipos (tipo 1-3). Esta agrupación 
refleja además una función celular diferente, ya que cada uno de los subgrupos presenta 
un mecanismo de regulación post-transcripcional diferente (Figura 1.17). 
Todos los miembros de la familia multigénica muestran un patrón de expresión 
espacio-temporal diferente a lo largo del crecimiento, el desarrollo y en respuesta a 
varios tipos de estrés.  En Arabidopsis Tsuchisaka y Teologis determinaron el patrón de 
expresión de los 9 genes utilizando construcciones promotor+GUS y observaron una 
expresión solapada en tejidos como hipocotilo, raíces, varios órganos florales, zonas de 
abscisión y silicuas, aunque también patrones de expresión únicos en algunos tejidos y 
respuestas diferenciales a estímulos como tratamientos con auxinas, frío, anaerobiosis, 
luz, etc (28). 
Figura 1.17. Alineamiento de las ACC sintasas tipo I y II de Arabidoosis y Zea mays , se 
muestran en rojo el dominio RLSF, comun en ambos tipos, y en azul y gris respectivamente los 
dominios WVF y el dominio rico en R/D/E típicos de las ACC sintasas de tipo II. En el caso 
de las de tipo II también se incluyo la secuencia de la ACS1 de arroz para mostrar la secuencia 
WVF típica de las ACS tipo II de cereales. Las de tipo III no se muestran porque no presentan 
ninguna característica típica en el C-terminal. 
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Otro aspecto de las ACC sintasas que aumenta la complejidad en la regulación de la 
biosíntesis de etileno es que las ACC sintasas funcionan como dímeros. Tsuchisaka y 
Theologis estudiaron todos los posibles dímeros y su actividad enzimática y observaron 
que todas las isoformas podían formar homo y heterodímeros enzimáticamente activos, 
aunque en el caso de los heterodímeros solo con isoformas de su mismo grupo 
filogenético (29). Este descubrimiento aumenta la diversidad de complejos ACC 
sintasas posibles, generando una gran versatilidad fisiológica que les permite operar en 
multitud de estadios del crecimiento y el desarrollo de la planta con concentraciones de 
S-AdoMet  muy variables (24). 
4.1.2 Regulación post-transcripcional de ACC sintasas. 
En la actualidad hay una gran cantidad de información a cerca de los diferentes 
respuestas transcripcionales de los genes de la familia ACC sintasa a diferentes 
condiciones ambientales y etapas del desarrollo. 
Los primeros estudios realizados en relación con la regulación post-transcripcional de 
la biosíntesis de etileno tuvieron lugar mediante análisis de mutantes sobreproductores 
de etileno (eto), estos mutantes presentaban una respuesta constitutiva a etileno en 
plantas etioladas, causada por una elevada biosíntesis de etileno. 
El estudio de los mutantes eto dio las primeras pistas para determinar el mecanismo de 
regulación post-transcripcional de la biosíntesis del etileno. En dos de los mutantes 
identificados eto2 y eto3 la mutación se localizo en la región C-terminal de dos ACC 
sintasas diferentes. En el caso de eto2 la mutación  era una inserción que eliminaba los 
12 últimos aminoácidos de la proteína mientras que en eto3 cambiaba una Valina por un 
Aspártico. Ninguna de las mutaciones afectaba a los niveles de transcripción del gen y 
posteriormente se comprobó que la sobreproducción de etileno se debía a una alteración 
en la estabilidad de la proteína. 
El estudio de la mutación eto1  dio como resultado la identificación de una nueva 
proteína que presentaba una región BTB (dominio proteico de interacción con el 
complejo ubiquitin ligasa CUL3, que marca para degradación por el proteosoma) y una 
región C-terminal con seis motivos repetidos TPR (que son dominios de interacción 
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Figura 1.18. Modelo de regulación de biosíntesis 
de etileno por ETO1. A)  Sobreproducción de 
etileno por modificación del C-terminal de la ACS5 
(como en el genotipo eto2)  y por ausencia de la 
proteína ETO-1 (en el genotipo eto1). B) 
Regulación de ACS5 por ETO1. ETO1 se une a la 
ACS5 no fosforilada y la marca para su degradación 
por el proteosoma. 
proteína-proteína) y que debía estar relacionado con la regulación post-transcripcional 
de las ACC sintasas. 
Wang y colaboradores (30) demostraron que la proteína resultante del gen ETO1 
como de otros dos genes parálogos EOL1 y EOL2 era capaz de interaccionar 
directamente con la ACC sintasa 5 y con CUL3 y marcarla para su degradación por el 
proteosoma, demostrando de esta forma la existencia de un nuevo sistema de regulación 
post-transcripcional de la biosíntesis de etileno (Figura 1.18).  
Posteriormente se vio que este tipo de genes ETO 
estaba presente en la mayoría de los organismos 
vegetales analizados, tomate, arroz, etc. Estudios de 
Yoshida y colaboradores con la familia ETO de tomate 
determinaron que este tipo de proteínas no solo era 
capaz de interaccionar con la ACC sintasa 5, sino con todas las ACC sintasas de tipo 2, 
que presentaban en su región C-terminal una secuencia consenso que comprendía un 
motivo WVF, uno RLSF y una región rica en R/D/E, esencial para el reconocimiento 
por las proteínas ETO y que era la secuencia alterada en los mutantes de Arabidopsis 
eto2 y eto3 (Figura 1.17)(31, 32). 
Ahora bien, una cuestión importante es como se regula el ratio de degradación de las 
ACC sintasas. Numerosos estudios sugieren que la fosforilación del C-terminal de las 
ACC sintasas regula su degradación (26). Recientemente  se ha visto que un residuo de 
serina de la ACS2 de tomate (ACC sintasa tipo 2) es fosforilado por una CDPK 
(proteína kinasa dependiente de calcio) que inhibe  su degradación por el proteosoma y 
la estabiliza. Esta serina susceptible de fosforilación por CDPKs se a encontrado 
posteriormente en todas las ACC sintasas de tipo 2, y se supone que tiene un papel 
regulador similar (Figura 1.19) (26). 
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En el caso de las ACC sintasas de tipo 1 también se han localizado dianas de 
fosforilación para CDPKs, que podrían tener una regulación similar, aunque los 
residuos que la rodean no son iguales. Además, se han observado alteraciones en los 
niveles de etileno provocado por alteraciones en la estabilidad de las ACC sintasas de 
tipo 1 en estudios de la ruta de las MAPK, mas concretamente en Arabidopsis la 
fosforilación de las ACC sintasa 2 y 6 por la MPK6 reduce su degradación (24, 26). 
(Figura 1.19) 
Esto hace que al menos haya dos rutas de señalización paralelas para la regulación de 
la estabilidad de dos de los tres tipos ACC sintasas a través de la fosforilación de su 
región C-terminal.   
4.2 Ruta de señalización de etileno. 
El modelo mas aceptado en la actualidad para la ruta de señalización del etileno es un 
modelo lineal que estaría muy conservado tanto en monocotiledoneas como en 
dicotiledoneas.  
En primer lugar el etileno es reconocido por una familia de receptores, que en 
Arabidopsis esta compuesto por 5 miembros, relacionados con las histidina kinasas 
(HK) del sistema de señalización de dos componentes de bacterias. Estos receptores 
unen la molécula de etileno en su dominio extracelular  N-terminal y se encuentran 
principalmente localizados en el retículo endoplasmático (ER).  
Figura 1.19.  Modelo de 
regulación de la degradación de 
el proteosoma de la familia 
génica de ACC sintasas. Tanto 
las ACS de tipo 1 como 2 tienen 
dianas de fosforilación para 
CDPK que inhiben su 
degradación por el proteosoma, y 
las de tipo 1 además tienen dianas 
de fosforilación por MAPK que 
también las estabilizan. 
                                                                        Introducción 
 49
Figura 1.20. Modelo de la cascada de 
señalización en ausencia y presencia de 
etileno. 
Cuando no hay etileno en el medio los receptores están activados y unidos a un 
regulador negativo de la ruta conocido como CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE 
RESPONSE1), que codifica para una proteína relacionada con las Raf-kinasas 
(MKKK). De esta forma la vía de señalización esta constantemente inhibida por el 
CTR1 activo en ausencia de etileno. Al entrar en contacto con etileno el recetor deja de 
activar a CTR1 y este deja de inhibir la ruta de señalización. Aguas abajo del complejo 
receptor-CTR1 se encuentra la proteína membrana EIN2 (ETILENE INSENSITIVE2) 
cuyo N-terminal muestra una gran homología con los transportadores iónicos N-ramp y 
cuyo mecanismo de transducción de la señal no se conoce bien. En cualquier caso, EIN2 
activa la respuesta a etileno a través del factor transcripcional EIN3 (ETILENE 
INSENSITIVE3) y los parálogos EIN3-like (EILs) que inducen la expresión de los 
genes de respuesta a etileno primarios, entre los que se encuentran factores 
transcripcionales como ERF1 (ETILENE RESPONSE FACTOR1) que activan los 
genes de respuesta a etileno secundarios, eventualmente involucrados en procesos de 
defensa, crecimiento, supervivencia, etc (24, 25) (Figura 1.20). 
4.2.1 Receptores de etileno. 
En el caso de Arabidopsis hay cinco recetores de etileno conocidos, ETR1, ERS1, 
ETR2, ERS2 y EIN4. Todos muestran una estructura similar con un domino 
transmembrana N-terminal, seguido de un dominio GAF y un C-terminal que es el 
dominio señalizador relacionado con las HK del sistema de dos componentes de 
bacterias. El modelo de reconocimiento del etileno y señalización requiere de un ión 
Cu(I) en coordinación con una de las α-hélice del dominio transmembrana, que es el 
responsable de la unión del etileno. La unión del etileno produciría un cambio 
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conformacional en el dominio transmembrana,  que se transmitiría al dominio 
citoplasmático, C-terminal, que inhibiría la activación del CTR1 (Figura 1.21). 
Filogenéticamente estos cinco receptores se 
pueden clasificar en dos subfamilias. La subfamilia 
I, compuesta por ETR1 y ERS1 que presentan el 
dominio HK típico, la subfamilia II estaría formada 
por ETR2, ERS2 y EIN4 con una región HK mas 
divergente y que no conservaría la actividad HK, 
pero si una actividad serin/treonin kinasa. Además 
los receptores ETR1, ETR2 y EIN4 presentan un 
dominio receptor C-terminal adicional que es similar 
al de las HK hibridas. La importancia de la HK y el 
dominio receptor en la señalización del etileno aun 
permanece sin resolver, aunque se ha visto que la 
HK es esencial para la activación de CTR1 (24, 25, 
33, 34). 
4.2.2 Regulación post-transcripcional. 
Como ya hemos podido ver, la regulación post-transcripcional juega un papel clave en 
la biosíntesis de etileno, pero también lo tiene en la señalización. 
Recientemente se ha encontrado que uno o más receptores de etileno están sujetos a 
regulación post-transcripcional mediada por el proteosoma. Se ha visto que el ETR2 
unido a etileno es marcado para degradación mediada por el proteosoma debido a un 
cambio conformacional en el receptor. Este mismo sistema de renovación de receptores 
unidos a etileno se ha visto en tomate en los receptores LeETR4 y LeETR6 que son 
degradados por la vía del proteosoma 26S en presencia de etileno. La degradación del 
receptor debe estar relacionada con la baja cinética de disociación del etileno unido al 
receptor. Por lo tanto, la degradación de receptores inactivados, unido a la inducción de 
la expresión de nuevos receptores en presencia de etileno, genera un mecanismo de 
renovación constante de los receptores inactivos (Figura 1.20).  
Figura 1.21. Estructrua de las 
subfamilias I y II de receptores de 
etileno 
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EIN2 es uno de los componentes de la ruta de señalización de etileno más 
desconocido a nivel funcional, pero recientemente se han identificado dos proteínas F-
Box, denominadas ETP1 y ETP2, que marcan a EIN2 para su degradación por el 
proteosoma. Estas proteínas además están reguladas por etileno, ya que ETP1 y 2 se 
encuentran en cantidades elevadas cuando el etileno esta ausente,  resultando en bajos 
niveles de EIN2, mientras que en presencia de etileno ETP1 y 2 presentan niveles bajos 
ocasionando niveles elevados de EIN2 y aumentando la señalización aguas abajo 
(Figura 1.20). 
Finalmente, la señal generada en el receptor y transportada a través de CTR1 y EIN2 
llega a EIN3 y sus parálogos, que también están regulados post-transcripcionalmente. 
Se han identificado dos F-Box, EBF1 y EBF2, que interaccionan directamente con EIN3 
y lo marcan para su degradación. Ambos están a su vez sujetos a un proceso de 
regulación controlado de forma indirecta por una 5´----3´ exoribonucleasa (XRN4), que 
regula el nivel de acumulación de sus RNAm.  
Además, estudios recientes han identificado dos residuos de Thr, 174 y 592, que 
intervienen en la regulación de la degradación de EIN3. Ambos residuos son 
fosforilados en ausencia o presencia de etileno por dos vías diferentes y dependientes de 
MAPKs. En la actualidad solo se conoce una de las vías,   integrada por MKK9 y 
MPK3-6, que es activada en presencia de etileno, al estar CTR1 inactivo, y fosforila el 
residuo Thr 174 aumentando la estabilidad de EIN3. En ausencia de etileno, cuando 
CTR1 esta activo, se inicia otra vía de MAPK alternativa que fosforila el residuo Thr 
594, al mismo tiempo que se inactiva la ruta de MKK9/MPK3-6, y disminuye la 
estabilidad de EIN3 reduciendo la respuesta a etileno (Figura 1.20) (24,25,33,34).  
4.3 Etileno y desarrollo. 
El etileno ha sido involucrado en diferentes procesos del desarrollo de las plantas: 
senescencia, abscisión, formación de raíces, respuesta a patógenos, etc. Además de estar 
ligado a la senescencia floral y abscisión, desde hace tiempo es conocida la importancia 
del etileno en la polinización y la fertilización, de hecho se han identificado mutantes en 
Arabidopsis como ctr1 que presentan una fertilidad reducida.  En muchas especies la 
polinización esta acompañada de un incremento en los niveles de etileno en el estigma y 
el estilo unas horas después de la polinización y también hay un pico de síntesis de 
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etileno después de la fertilización, aunque muchos estudios coinciden en que este papel 
del etileno en el desarrollo tras la polinización esta mediado por su relación con las 
auxinas. 
El papel del etileno en determinación sexual y maduración también es conocido desde 
hace tiempo, por ejemplo la aplicación exógena de etileno ocasiona esterilidad 
masculina en trigo y en el caso de melón (Cucumis Melo) el etileno promueve la 
aparición de flores masculinas, a diferencia de lo ocurrido en calabacín (Cucumber 
sativus) donde induce la aparición de flores femeninas. En tomate se han encontrado 
una gran cantidad de mutantes de la ruta de señalización y biosíntesis del etileno que 
alteran la maduración del fruto. Otro órgano en cuyo desarrollo tiene una gran 
importancia el etileno es la raíz, habiéndose estudiado en profundidad su papel en 
Arabidopsis. Mutantes de sobre-expresión de etileno como eto1 y ctr1 presentan un 
crecimiento de la raíz reducido por una des-regulación de la división celular del 
meristemo radicular, que ocasiona una transición prematura de las células del meristemo 
a la zona de elongación. Además en ambos casos presentan un centro quiescente (QC) 
supernumerario, efecto que no esta muy claro si es debido directamente al etileno o a su 
interacción con las auxinas (24, 25, 33). 
4.3.1 Interacción del etileno con otras hormonas. 
Estudios recientes sugieren que los procesos de desarrollo en que el etileno juega un 
papel importante, son regulados a través de su interacción con otras hormonas. 
Anteriormente hemos visto la relación del etileno y las auxinas en la raíz y un ejemplo 
mas es el descubrimiento de dos genes de síntesis de auxinas WEI2 y WEI7 (WEAK 
ETHYLENE INSENSITIVE) que se identificaron en mutantes insensibles a etileno 
específicos de raíz, también se ha demostrado que el etileno controla el transporte 
basipétalo de auxinas alterando la expresión de genes transportadores como PIN1, 
PIN2, PIN4 y AUX1. 
Otras hormonas como brasinosteroides y citoquininas también interaccionan con el 
etileno y de hecho aumentan la biosíntesis del mismo. Esta inducción de la biosíntesis 
esta mediada por el aumento de la estabilidad de la proteína ACS5 (inhibiendo su 
degradación por ETO1) y para esta inducción es requerida la ruta de señalización 
canónica de citoquinas a través del sistema de dos componentes.  
                                                                        Introducción 
 53
El etileno también ha sido involucrado en la señalización mediada por giberelinas, ya 
que la aplicación de etileno afecta a la transición de semillas durmientes a germinación 
en semillas de Fagus sylvatica (Haya común). Achard y colaboradores en 2003 
observaron que el etileno reducía la degradación  de componentes de la vía de 
señalización de GA (giberelinas) mediada por proteínas DELLA. Al mismo tiempo 
observaron que el etileno controlaba la transición floral a través de la regulación de 
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5. OBJETIVOS: 
5.1 IDENTIFICACIÓN DE GENES CAUSALES EN UNA 
COLECCIÓN DE LÍNEAS MUTAGENIZAS POR INSERCIÓN 
 Desarrollar una técnica de amplificación FSTs en líneas mutagenizadas por 
inserción de Mu más eficiente que las desarrolladas hasta el momento. 
 Reducir la complejidad de los patrones de FSTs a estudiar (amplificando solo 
aquellos que procedan de secuencias transcritas), y por consiguiente, facilitar los 
procesos de identificación, clonaje y validación de las posibles inserciones causales de 
la mutación. 
 Desarrollar una técnica fácilmente aplicable en experimentos de genética directa a 
gran escala. 
 Construir una base de datos de inserciones en secuencias transcritas que facilite la 
realización de estudios de genética reversa en esta colección. 
5.2 CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA Y MOLECULAR DE AL 
MENOS UN GEN CAUSAL DE LA MUTACIÓN 
 Obtener datos de ligamiento total entre la inserción y el fenotipo en una población 
del mayor tamaño posible. 
 Obtener fenotipos que apoyen la hipótesis de que la inserción en el gen candidato 
es la causal de la mutación, mediante la obtención de nuevos alelos o en experimentos 
de transgénesis  para alterar la expresión del gen. 
 Determinar el efecto de la inserción sobre el transcrito en granos mutantes 
(reducción, sobre-expresión, alteración de la integridad del transcrito, etc) 
 Análisis de expresión del gen candidato en tejidos y durante el desarrollo del 
grano de individuos silvestres. 
 Estudio en profundidad de la morfología de la semilla mutante con el estudio 





 Identificación de genes ortólogos en Arabidopsis como organismo modelo 
alternativo para el estudio de plantas knock-out y para el análisis del patrón de 
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1.   MATERIAL BIOLÓGICO:   
1.1 Material vegetal 
En la presente tesis se ha utilizado como material vegetal las variedades A188 y F252 
de maíz (Zea mays spp mays) y la variedad Columbia-0 de Arabidopsis thaliana. 
La variedad F252 de maíz fue el fondo genético en el que BIOGEMMA S.A.S creó 
una colección de 25.000 líneas mutantes por inserción de Mu, de las cuales en nuestros 
estudios de genética directa hemos utilizado 72  de las 300 líneas que muestran un 
fenotipo deficiente de desarrollo de grano que segrega en una proporción 1:3 
(mutantes:silvestres). 
La variedad A188 fue utilizada por la empresa BIOGEMMA S.A.S para la creación 
de las líneas de maíz transgénicas, que han sido utilizadas en los estudios de genética 
reversa. 
Arabidopsis thaliana, variedad Columbia-0, se ha utilizado para la creación de plantas 
transgénicas y en una aproximación de genética reversa, con mutantes knock-out 
obtenidos por inserción de T-DNA en el gen de interés, procedentes de la colección 
generada por el instituto SALK.  
1.2 Vectores 
Los vectores empleados y las características más relevantes de cada uno se resumen 
en la siguiente tabla: 
Nombre Procedencia Características Utilidad 
pDONR221 Invitrogen Resistencia a Kanamicina
Vector Gateway 
intermedio para la 
movilización de 
fragmentos de DNA 




Resistencia a Ampicilina 
y Kanamicina 
Clonaje de fragmentos 
de DNA para 
secuenciar. 







Depicker A.  
Vector binario con 
resistencia a 
Espectinomicina 
(bacteria) y Kanamicina 
(planta), con gen delator 
GUS+GFP sin promotor, 












Vector binario, con 
resistencia a 
Espectinomicina 
(bacteria) y  Basta 
(planta). Promotor Rubi3 







Vector binario, con 
resistencia a 
Espectinomicina 
(bacteria) y  Basta 
(planta). Promotor 
HMWG (35) de maíz 






Vector binario, con 
resistencia a 
Espectinomicina (bacteria) 
y Basta (planta). Presenta 
sitios de recombinación 
Gateway para clonar un 
RNAi bajo el control del 
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1.3 Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos empleados fueron sintetizados por el proveedor Invitrogen. En la 
siguiente tabla se detalla la secuencia y la finalidad de cada uno de ellos. 



















por Gateway de 
cDNA_FSTs 











por Gateway de 
cDNA_FSTs 
Nested PCR primer 1 AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT SSH 
Nested PCR primer 2R AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT SSH 
E1719_1_AS CCGAACTTTGGAAGGCTGAAA Test validación 
A2304_1_AS CATCCTCCTTGGATTGGGTTAGAG Test validación 
E2235_3&6_S TACCGGGATAAGGACAGCGTAATT Test validación 
C0732_2_AS TCCTTCCAGATGAAGCCCTT Test validación 
C0732_3_AS GATCTGAAGACGACAGCGTCCTAA Test validación 
E2076_3_AS AAGAGGTGGAACTTACGGACGAA Test validación 
E1547_3_AS ACAACGCAGTTTCTGACGAACG Test validación 
E1498_4_AS CCATTGCTGCTGAAGTTGACGA Test validación 
E2024_3_S AACCTTACATCGAGTGGTCCTAGATG Test validación 
F0508_3_AS TCCCCAAATCCAGGAAGGAA Test validación 
INCW2_3_S TAACGTTGTGCCAGCATGGT Test validación 
E2217_2_S TGAATCTCGTCGACGCCAAT Test validación 
INCW2_3_AS TCTCAAACTCGCTTCCAACC Test validación 
E1865_3_AS GGATTTGCGCAAGGTCTTTT Test validación 
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SSH_E8_AS GCATGGCCGGAGAACTTGGA Test validación 
SSH_E8_S ACTTCCCCGCTTGGCCTCTT Test validación 
qSSH_E8_AS GGCACCAATCTGCAGCTAGAGAGAG Genotipado 
D0210_SSH_S TATCACCTTTCGGCTTTGGC Test validación 
E1786_SSH_AS CCAACATTTTGAACACAGCAGCT Test validación 
E1778_SSH_S ACGCAGCGGTCATGGAAGAG Test validación 
E1719_SSH_AS CTGACCACCATGGGCACGTT Test validación 
E1753_SSH_S TCCTGTACATCACGGTGGCC Test validación 
D1939_SSH_S GCTGTTTGGTTTCGGTTTCG Test validación 
D0210_3_SSH_AS TCAGCTTCTCCTGAGACTTCAGCA Test validación 
C1858_SSH_S TCATCAGAATGCACGAGCGA Test validación 
C1713_SSH_S TCCATTCCTGTAGCTCGATTGG Test validación 
C1626_SSH_AS TTCTGCAGTTCATGACAGTAGCCA Test validación 
C0817_SSH_S TGAAGAGGAACAACAAGCGGAG Test validación 


































Salk_019825_LP AAGACAAGCTGCCACCAGAAGATACG Genotipado 
Salk_019825_RP TCTCCCGAGTTTCTTCTCCCTTGTG Genotipado 
Salk_032146_LP CTATCTTCCTCTGCTTCTTCATCTGCGT Genotipado 
Salk_032146_RP CGAGTCAAAACCTCAACAACACGCTC Genotipado 
Salk_132098_LP GTGTGGTTGCGGTTCAAGGTTCA Genotipado 
Salk_132098_RP GCAAAGGTCAGGTACGGTCGTTCA Genotipado 
Salk 106604_LP TGTGGCCATGTCAAGATCTTCTTTGG Genotipado 
Salk 106604_RP CAGACGAGATCTCTTGTGTGGTTCAGG Genotipado 
Salk114207_LP TGTCTCTGCACTGTGTGTTGTCACCG Genotipado 
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Salk 114207_RP GCCAACATTGCCTCAATAGAGATGCC Genotipado 
ZmETO1_Sonda insitu_AS GCTTGACAAAAGCTTCCATTCATCA Clonaje de sonda 
especifica 
ZmETO1 ZmETO1_sonda_in situ_S CCATGGTGTACATACAGGACGTGAT 
cDNA_ZmETO1_AS TTTGGCTATGAGGGGCTTTCCTATCA 













ZmETO1_Seq TCGTTAGTGGGTTTGGCTAG Secuenciación 
ETO1_5UTR_AS_149 CTAGGAACGCCGCAAATC qRT_PCR 
ETO1_5UTR_AS_149 CTCCGGAATTCTTGCCTTCT qRT_PCR 
EOL1_3UTR_AS_31 CAATCAAGTGCTCGGCAAG qRT_PCR 
EOL1_3UTR_S_31 ATGTAAGTGAAATGGGGGAACA qRT_PCR 
Chr7_5UTR_AS_15 GAGCGAGCTCGGATTCAG qRT_PCR 
Chr7_5UTR_AS_15 TCCCTTTCTCTTTTCTCTCTTCG qRT_PCR 
OsRubi3:ETO1_Rnai_AS CGCGGGCTTGAAGTACGGAA Genotipado 
OsRubi3:ETO1_AS AGACTCGGAGAAGAACAGCTTCCTG Genotipado y 
qRT_PCR 
OsRubi3:Exon1_S GGGAGCGAAGCTTTGCGTTC Genotipado y 
qRT_PCR 
pHMWG:ETO1_AS ACAGCAGGCTCAGGCATCTTCA Genotipado 










qPCR_ZmERF_S CGACGACATGGAGGCAGCCT qRT_PCR 
qPCR_ZmERF_AS TGCTACCGTTGCTGTGGCCA qRT_PCR 
qPCR_ZmETR2_S GCATCGGAGAAACTATCATGC qRT_PCR 
qPCR_ZmETR2_AS CAGAGACCGGAGTCACAGG qRT_PCR 
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1.4 Estirpes bacterianas  
La cepa DH10B de Escherichia coli fue empleada para la replicación de los vectores 
de clonaje y recombinación de DNA. 
La cepa C58C1:pGV3101 de Agrobacterium tumefaciens fue usada para la 
transformación de Arabidopsis thaliana. 
2. AISLAMIENTO Y CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDOS 
NUCLEICOS:   
2.1 Extracción de DNA plasmídico 
El aislamiento a pequeña escala de plásmidos de E. coli se realizó mediante el 
Miniprep Kit de Qiagen, Ca, No:27154, que es una modificación del método tradicional 
de lisis alcalina (37), en el que la purificación mediante sucesivos pasos de fenol-
cloroformo ha sido sustituida por la unión selectiva del plásmido a una matriz de sílica-
gel. 
2.2 Extracción de DNA genómico: 
2.2.1. Extracción de DNA genómico a gran escala 
El protocolo seguido es una modificación del método clásico de extracción de DNA 
mediante lisis celular por detergente y proteasa (37). Se pulverizan de 1 a 5 gramos de 
tejido vegetal en N2 líquido. El polvo resultante, después de ser resuspendido en tampón 
de lisis (4ml), se incuba en un baño a 50ºC durante 30 minutos con una agitación suave 
y repetida cada cierto tiempo durante este periodo. Se realizan dos extracciones con 
fenol/cloroformo-alcohol isoamílico y una tercera con cloroformo-alcohol isoamílico 
para posteriormente precipitar los ácidos nucleicos con etanol absoluto frío. El DNA se 
precipita mediante enrollamiento sobre una varilla de vidrio y lavado en etanol al 70%. 
Finalmente, se resuspende en una cantidad apropiada de TE. Al día siguiente, el DNA se 
incuba durante 30 minutos a 37ºC con RNAsa 0.1 μg/μl y 1 hora a 50ºC con SDS 0.5% 
y proteinasa K 0.1 μg/μl. Tras repetir la extracción con fenol/cloroformo-alcohol 
isoamílico y cloroformo-alcohol isoamílico, se vuelve a precipitar con etanol frío y 
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acetato sódico 0.3M a pH 5.2 y finalmente se lava de nuevo con etanol al 70% y se 
resuspende en un volumen adecuado de TE (38). 
TAMPON DE LISIS 
 Tris-HCl pH 8.5   100mM 
 NaCl   100mM 
 EDTA pH 8   50  mM 
 SDS         2 % 
 PVPP         1 % 
 Proteinasa K 100μg/ml 
Esterilizar por autoclave sin el SDS y proteinasa K, añadirlos después de ser 
autoclavado. 
TAMPÓN TE: 
 Tris-HCl pH 8 10 mM 
 EDTA pH 8    1 mM 
2.2.2. Extracción de DNA genómico para PCR 
Para el aislamiento de DNA genómico utilizado únicamente para PCR se utilizó el 
método de extracción con CTAB o la extracción automatizada con el robot 
MAXWELL-16 de PROMEGA. En la extracción con MAXWELL se siguieron las 
indicaciones del fabricante, mientras que en el método del CTAB se siguió un protocolo 
modificado del descrito por Murray y Thomson en 1980. En este protocolo se introduce 
aproximadamente 1cm2 de hoja joven (maíz o Arabidopsis) en un tubo de 1.5 ml y se 
tritura con una punta de pipeta de 1 ml sellada en su extremo. A continuación se añaden 
300μl del tampón CTAB 2x y se incuba a 65ºC al menos durante 10 minutos. Se deja 
enfriar en hielo y se añaden 300μl de cloroformo, se mezcla intensivamente por vortex 
durante 10 segundos y se centrifuga a velocidad máxima durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo en 
el que previamente se han añadido 300μl de isopropanol, se mezcla y centrifuga a 
velocidad máxima durante 10 minutos para precipitar el DNA. Finalmente se elimina el 
sobrenadante y se lava el precipitado con etanol al 70%, se deja secar y se resuspende en 
la cantidad de TE apropiada para la cantidad de DNA precipitado. 
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Tampon CTAB 2x: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 2%, 1,4M 
NaCl, 100mM Tris-HCl pH 8, 20mM EDTA. 
2.3 Extracción de RNA total  
2.3.1 Extracción de RNA total a gran escala 
Al material pulverizado en nitrógeno liquido se le añade tampón de lisis mezclado con 
fenol (1:1) precalentado a 85ºC. Una vez que la mezcla es homogénea se añade medio 
volumen de cloroformo, se mezcla bien y se transfiere a un tubo con resina, Phase-lock, 
Eppendorf Ca. No:9555154070, que facilita la separación de la fase acuosa tras su 
centrifugación a 4ºC. La fase acuosa recogida se transfiere a un nuevo tubo con resina 
que contiene un volumen de fenol/cloroformo. Tras mezclar intensamente se deja 5 
minutos en hielo, se centrifuga y se recoge la fase acuosa que habrá quedado por encima 
de la resina. Sobre esta fase acuosa se repite el proceso de extracción con un volumen de 
fenol/cloroformo y otro de cloroformo. La fase acuosa resultante se transfiere a un 
nuevo tubo y se le añade 1/3 de volumen de cloruro de litio 8M y se deja toda la noche a 
4ºC. Al día siguiente se centrifuga a 4ºC a 10.000 rpm durante 10 minutos. El 
precipitado se lava dos veces con LiCl 2M y otras dos veces con etanol al 80%, se deja 
secar brevemente y se resuspende en agua DEPC (podría ser necesario calentar a 65ºC 
brevemente para resuspender totalmente). 
TAMPON DE LISIS: 
 Tris-HCl pH 8.5 100 mM 
 NaCl 100 mM 
 EDTA pH 8.5   50 mM 
 SDS          2 % 
Preparar con agua tratada con DEPC y esterilizar en el autoclave. 
H2O-DEPC 
Añadir 1 ml de DEPC a 1 litro de H2O, agitar con un imán durante más de 16 
horas y esterilizar por autoclave dos veces. 
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2.3.2 Extracción de RNA con el kit “Fast-prep RNA” 
El aislamiento de RNA total, en los casos en los que no se necesitaban grandes 
cantidades, se hizo mediante el kit “Fast-prepRNA” de Q-BIOgene, Ca. No:6030-600, 
siguiendo las indicaciones del fabricante. 
2.4 Calculo de la concentración de ácidos nucleicos  
La concentración y pureza de los ácidos nucleicos se estimo mediante la medida de la 
absorbancia a 260 y 280 nm en un nanodrop 2000 de la empresa Thermo Scientific. 
3. TRATAMIENTOS ENZIMATICOS DEL DNA Y RNA: 
 DIGESTION con enzimas de restricción (suministradas por Fermentas y 
Amersham-Pharmacia), siguiendo las indicaciones del proveedor para su uso. 
 RECOMBINACIÓN de fragmentos de DNA en diferentes vectores de entrada y 
destino del sistema de InvitrogenTM life Technologies “GatewayTM Technology for 
cloning and expresion”, así como en el sistema de clonaje TOPO-T/A cloning for 
sequencing.  
 AMPLIFICACIÓN de regiones concretas de DNA mediante PCR. Para ello se 
emplearon diversas enzimas. La DNA TAQ (Thermus aquatica) polimerasa para 
amplificaciones convencionales es de Biotools, Ca. No:E00 007, mientras que para 
amplificaciones en las que se necesitaba minimizar al máximo la frecuencia de 
mutación se emplearon las encimas Hi-Fi DNA TAQ polimerasa Platinium de 
Invitrogen, Ca. No:11304-011 y la DNA polimerasa KOD (Thermococcus 
kodakaraensis) de Novagen, Ca. No:71086-4. 
La limpieza del DNA después de cada uno de los distintos tratamientos enzimáticos 
anteriores se llevo a cabo mediante “Nucleotide Removal kit”, Ca. No:28306, de 
Quiagen, en el que se retiene selectivamente en una matriz de sílice el DNA. El 
principio seguido es el mismo que el utilizado en las columnas de aislamiento de 
plásmidos. 
 TRATAMIENTO CON DNAsa: Los RNAs fueron tratados con Turbo DNAsa-
Free de Ambion Ca. No: AM1907, como se indica en el protocolo, en aquellos casos en 
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los que no se pudo diseñar un experimento de qRT-PCR que discriminara entre DNAg y 
RNAm. 
4. TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS:   
4.1 Geles de agarosa no desnaturalizantes 
La separación de los fragmentos de DNA se llevó a cabo mediante electroforesis en 
geles de agarosa en tampón TAE 1x y SB 1x (39). Las concentraciones de los geles 
usados varían entre 0.8% y 2% (p/v) en función de los tamaños de los fragmentos a 
separar. Los voltajes empleados para obtener resultados óptimos en términos de 
resolución y eficaz fraccionamiento por tamaños son menores de 5 V/cm en el caso del 
tampón TAE y en torno a 10 V/cm en el caso de los geles con tampón SB. Antes de 
cargar la muestra en el gel se mezcló con tampón de carga. La visualización del DNA se 
realizó mediante tinción con bromuro de etidio e iluminación con luz ultravioleta (37). 
TAMPON DE CARGA: 
 Azul de bromofenol        0.25 % 
 Xilen-cianol        0.25 % 
 Ficoll                15 % 
TAMPON TAE 50X: 
 Tris         242 g/l 
 EDTA       0.05 M 
 Acido Acetico glacial 5.71 % v/v 
 
TAMPON SB 20X: 
 Ácido Bórico      0.88 M 
 NaOH        0.2 M 
BROMURO DE ETIDIO: 
Solución de tinción de 0.5 mg/l en agua. 
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4.2 Geles de agarosa desnaturalizantes 
Los RNA se separaron en geles de agarosa desnaturalizantes con una concentración 
fija de 1.5% p/v en tampón MEN 1x y 5% formaldehido. Las muestras de RNA se 
mezclan con tampón de carga para RNA y son desnaturalizadas a 60ºC durante 10 
minutos y enfriadas en hielo antes de ser cargadas en el gel. La electroforesis se realiza 
a un voltaje de 5 V/cm. 
TAMPON MEN 10X: 
 MOPS  46.3 g/l (200 mM) 
 Acetato sódico     4.1 g/l (50 mM) 
 EDTA     3.1 g/l (20 mM) 
Ajustar el pH a 7 y esterilizar por autoclave. 
TAMPON DE CARGA DE RNA 2X: 
 Formamida 20 μl 
 Tampón MEN 10x   5 μl 
 Formaldehido   6 μl 
 Bromuro de etidio (10mg/ml) 0.1 μl 
 Azul de bromofenol    1 μl 
5. CONDICIONES DE CULTIVO Y TRANSFOR-MACIÓN 
DE CEPAS BACTERIANAS: 
5.1 Condiciones de cultivo y transformación de E. coli.  
Los cultivos de E. coli en medio liquido se obtienen inoculando colonias en medio 
LB, con el antibiótico de selección correspondiente, en matraces Erlenmeyer. La 
incubación se realiza en un agitador orbital a 250 rpm a una temperatura de 37ºC, 
durante 16-20 horas (cultivo saturado). 
Los antibióticos utilizados fueron suministrados por la casa SIGMA; la solución 
“stock” y las condiciones finales empleadas se resumen en la siguiente tabla. 






ÓN DE USO 
Ampicilina 25 mg/ml 150 μg/ml 
Kanamicina 10 mg/ml 50 μg/ml  
Cloranfenicol 25 mg/ml 12.5 μg/ml  
Rifampicina 50 mg/ml 50 μg/ml  
Gentamicina 10 mg/ml 10 μg/ml  
Espectinomicina 50 mg/ml 50 μg/ml  
MEDIO “LB”: 
 Triptona 10 g/L 
 Extracto de levadura   5 g/L 
 NaCl 10 g/L 
Se ajusta a pH 7 con NaOH, y para cultivo en placa se le añade 15 g/L de agar 
bacteriológico al medio antes de ser autoclavado. 
5.1.1 Obtención de células electro-competentes: 
Se utilizó el método descrito en el manual “E. coli Pulser Transformation Apparatus” 
de BioRad, Ca. No:165-2103: 
 A partir de un cultivo de bacterias (E. coli) crecido hasta saturación, se inocula una 
dilución 1/100 en LB fresco sin antibiótico y se crece a 37ºC con agitación hasta obtener 
una OD600 de 0.5 a 1. 
 El crecimiento del cultivo se detiene en hielo y las células se recogen por 
centrifugación a 4ºC durante 10 minutos a 6000 rpm.  
 Se elimina completamente el LB y se resuspende un volumen igual de glicerol 
10% frío. 
 Se vuelven a centrifugar en las mismas condiciones que las anteriores y se repite el 
proceso resuspendiendo las células en la mitad de volumen. 
 Se vuelven a centrifugar en las condiciones anteriores y se resuspenden las 
bacterias en 1 ml de glicerol al 10%, se hacen alícuotas de 40 μl, se congelan 
inmediatamente en N2 y se almacenan a – 80ºC. 
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5.1.2 Transformación de E. coli: 
 Para la transformación se emplea el electroporador “Electroporator 2510” 
(Eppendorf): 
 La alícuota de bacterias es mezclada con 0,5-1 ng de DNA plasmídico, y se 
introduce en la cubeta de electroporación (gap=0.1 mm), enfriada previamente y se 
somete a un pulso de 1,8 KV. Posteriormente las bacterias se resuspenden en 1 ml de 
medio LB y se dejan crecer durante 1 hora a 37ºC en agitación suave. 
 A continuación se siembra un volumen variable en una placa de medio LB sólido 
con el antibiótico selector adecuado. 
5.2 Condiciones de cultivo y transformación de A. tumefaciens. 
Los cultivos de A. tumefaciens se obtienen a partir de una colonia inoculada en medio 
LB con el antibiótico de selección adecuado. La incubación se realiza en un agitador 
orbital o en una estufa a 28ºC durante al menos 36 horas en el caso de los cultivos en 
liquido, tiempo aproximado en el que se alcanza la saturación del cultivo, y 48 h en el 
caso de los cultivos sólidos. 
5.2.1 Obtención de células electro-competentes: 
En el caso de A. tumefaciens a partir de un cultivo de bacterias de la cepa 
C58C1::pGV3101 crecido hasta saturación con los antibióticos de selección 
gentamicina y rifampicina, se inocula una dilución 1/50 en medio LB nuevo sin 
antibióticos y se dejo crecer a 28ºC hasta que alcanza una OD600 de 0.5 a 1. El 
crecimiento del cultivo se detiene en hielo y las células se recogen por centrifugación a 
4ºC durante 10 minutos a 6000 rpm. Se elimina completamente el LB y se resuspende 
en un volumen igual de agua ultrapura fría. Se vuelven a centrifugar en las mismas 
condiciones y las células se resuspenden en la mitad de volumen de agua ultrapura. A 
continuación se vuelven a centrifugar y finalmente las bacterias se resuspenden en 0.5ml 
de glicerol al 10%, se hacen alícuotas de 40 μl, se congelan inmediatamente en N2 y se 
almacenan a – 80ºC. 
 
Material y Métodos 
 72
5.2.2 Transformación de A. tumefaciens: 
Para la transformación se emplea el electroporador “Electroporator 2510” 
(Eppendorf): 
 La alícuota de bacterias es mezclada con 0,5-1 ng de DNA plasmídico, y se 
introduce en la cubeta de electroporación, enfriada previamente y se somete a un pulso 
de 1,8 KV. 
 La mezcla es resuspendida en 1 ml de medio LB y se deja crecer durante 2 horas a 
28ºC en agitación suave. 
 Se siembra un volumen variable en una placa de medio LB sólido con el 
antibiótico selector adecuado. 
6. TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS A 
MEMBRANAS DE NYLON 
6.1. Transferencia de géles de DNA de agarosa a membranas de nylon 
(Southern blot) 
Se utilizo el método empleado en Hueros y col., (1995) (38), una modificación de 
Sambrook y col., (1989) (37). Los geles, que contienen los fragmentos de DNA 
separados electroforeticamente y teñidos durante una hora en bromuro de etidio, se 
someten durante 4 minutos a luz ultravioleta para provocar rupturas en las hebras de 
DNA y obtener fragmentos más pequeños que se puedan transferir mas eficazmente. A 
continuación, se mantienen durante 30 minutos con agitación suave en solución de 
desnaturalización. Posteriormente, se lavan brevemente con abundante agua destilada y 
se sumergen en solución de neutralización (2 veces durante 15 minutos cada vez y con 
agitación suave) para neutralizar el tampón que hay en el gel. Esta misma solución es 
usada como tampón de transferencia. 
El sistema de transferencia se preparo de la siguiente forma: sobre una cubeta rellena 
con tampón de transferencia se coloca un cristal de tamaño apropiado que funciona 
como  puente. Una hoja de papel Whatman 3MM de anchura similar a la del gel pero 
más larga, se coloca de forma que sobresalga por los extremos del puente de cristal y se 
sumerge en el tampón. Por los extremos asciende el tampón de transferencia desde la 
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cubeta. El gel invertido se coloca sobre este papel y sobre él la membrana de nylon 
cargada positivamente (Roche), la cual ha sido previamente humedecida en el mismo 
tampón que el puente. La membrana se extiende bien sobre el gel para evitar que 
queden burbujas de aire entre la membrana y el gel, garantizando así una adecuada 
transferencia del DNA. Se cortan dos hojas de papel Whatman 3MM de longitud y 
anchura semejante a la del gel y se empapan en tampón de transferencia y se colocan 
encima de la membrana de nylon. Por último se coloca encima de todo lo anterior una 
torre de papel (servilletas o papel de filtro). Todo el conjunto se comprime con una 
placa de vidrio y un peso distribuido uniformemente por la superficie del gel. La 
transferencia se mantiene durante aproximadamente 20 horas. Transcurrido ese tiempo 
el filtro es sometido a luz UV en el aparato espectrolinker (Stratagene) para fijar el 
DNA a la membrana y a continuación se lava brevemente en 2xSSC para eliminar 
posibles restos de agarosa y sales del tampón de transferencia en la membrana. 
SOLUCIÓN DE DESNATURALIZACIÓN: 
 NaCl  1,5 M 
 NaOH  0,5 M 
 
SOLUCIÓN DE NEUTRALIZACIÓN: 
 Acetato amónico     1M 
20x SSC: 
 NaCl    3 M 
 Citrato sódico 0,3 M 
Ajustar el pH a 7 
6.2. Transferencia de geles de RNA de agarosa a membranas de nylon 
(Northern blot). 
Tras la electroforesis los géles se transfieren directamente a membranas de nylon 
cargadas positivamente (Roche) en 10xSSC libre de RNAsa durante mas de 20 horas (el 
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sistema de transferencia se prepara de la misma manera que para los Southern blot). 
Después de este tiempo el RNA se fija a la membrana mediante luz UV (croslink) y los 
filtros se lavan en 2xSSC para quitar los posibles restos de agarosa y sales del tampón 
de transferencia. 
7. MARCAJE DE SONDAS DE RNA: 
7.1.  Marcaje de sondas DNA-DIG por random-primer: 
Para obtener las sondas DNA marcadas con DIG utilizadas en los ensayos de Southern 
Blot, se utilizó el DIG-High Prime kit, Roche, Ca. No:11 585 606 910, utilizando como 
molde un fragmento de PCR purificado desde agarosa con el kit Minelute Gel 
Extraction, Qiagen, Ca. No:28604.  
7.2. Marcaje de ribo-sondas con digoxigenina: 
Para el marcaje de la ribo-sonda (sonda de RNA) partimos de un producto de PCR 
lineal, que contiene la secuencia diana de la RNA pol. Para ello se amplifica la 
secuencia que queramos marcar desde un plásmido con un primer especifico del gen y 
un primer del vector que incluya la diana de las RNA polimerasas T7, T3 o SP6. Para 
cada reacción de marcaje se utilizan  de 150-300 ng de este producto amplificado y  
purificado, en H2O_DEPC. 
Para la reacción de marcaje se hace una mezcla con 300 ng de amplicón de PCR libre 
de RNAsa, 2μl de 10x DIG RNA labeling mix de Roche, Ca. No:11 175 025 910, 2μl de 
tampón de transcripción, 2 μl de RNA pol (SP6, T3, T7) y H2O hasta 20 μl, y se incuba 
2 horas a 37ºC. 
A continuación se añaden 2μl de DNAsaI libre de RNAsa, y se incuba 15 minutos a 
37ºC, para eliminar el DNA molde introducido en la reacción. 
Finalmente se purifica el RNA inmediatamente usando RNeasy MinElute Cleanup kit, 
Quiagen, Ca. No: 74204  
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8. PRE-HIBRIDACIÓN E HIBRIDACIÓN DE SOUTHERN 
Y NORTHERN BLOT. 
Se emplea una temperatura de hibridación de 60ºC en el caso de utilizar ribo-sondas 
(Southern y Northern) y 42ºC cuando se utilizan sondas DNA marcadas con DIG 
(Southern). Antes de incubar las sondas con las membranas se realiza un paso de pre-
hibridación, durante el cual se bloquearán todos los sitios del filtro a los que no se unió 
DNA/RNA transferido y a los que se podría unir inespecíficamente la sonda. Todo el 
proceso se realizó en botellas de cristal o tubos de polipropileno, en donde las 
membranas fueron introducidas utilizando pinzas. 
Las membranas se incuban en un volumen apropiado (aprox. 0,05 ml/cm2), de 
solución de pre-hibridación Dig Easy Hyb Granules, Roche Ca. No: 11 796 895 001, 
durante al menos 30 minutos a la temperatura de hibridación. Las sondas se 
desnaturalizan calentándolas a 95ºC durante 10 minutos y se enfrían rápidamente en 
hielo. Transcurrido el tiempo de incubación de las membranas con la solución de pre-
hibridación, la solución se desecha y se añade solución de hibridación nueva de la 
misma composición que la anterior, conteniendo 50 ng/ml de las sondas marcadas con 
digoxigenina en el caso de las ribosondas y se incuba durante 16-20h. 
 
9. LAVADOS POST-HIBRIDACIÓN Y DETECCIÓN DE 
LA HIBRIDACIÓN. 
Las membranas se sacan de las botellas y se colocan en cubetas para proceder a los 
lavados y eliminar el exceso de sonda. Los filtros se lavan (a temperatura ambiente) dos 
veces durante 5 minutos en solución de lavado 1. Seguidos de dos lavados en solución 
de lavado 2 durante 30 minutos a 65ºC. A continuación las membranas se sumergen en 
tampón 1 durante unos segundos para equilibrarlas y en tampón 2 durante al menos 30 
minutos para bloquear los sitios inespecíficos de unión al anticuerpo. Transcurrido el 
tiempo de incubación en tampón 2, las membranas se incuban durante 30 minutos con 
agitación suave en tampón 2 al que se a añadido una dilución 1:25000 del anticuerpo 
anti-digoxigenina unido a la enzima fosfatasa alcalina ,Anti-digoxigenina-AP, Fab 
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fragments, Roche, Ca, No:1093274. La eliminación del anticuerpo no unido a la sonda 
se realiza mediante 3 lavados en tampón 3 durante 10 minutos cada uno. Finalmente los 
filtros se lavan en tampón 4 durante 5 minutos y a continuación se incuban durante 5 
minutos con la solución del sustrato CDP-Start (diluido 1:200 en tampón 4) de Roche, 
Ca, Nº:1685627. La enzima al entrar en contacto con el sustrato lo metaboliza dando un 
producto quimioluminiscente que impresiona la película allí donde el anticuerpo se haya 
unido a la digoxigenina. Las membranas se sellan en bolsas de plástico y se colocan en 
cassettes con películas sensibles a la luz, Hyperfilm-ECL, Amershan. Como liquido 
revelador y fijador se emplearon AGFA G150 y G-350, respectivamente. 
SOLUCIÓN DE LAVADO 1: 
 SSC     0.1 X 
 SDS     0,1 % 
SOLUCIÓN DE LAVADO 2: 
 SSC        2 X 
 SDS     0,1 % 
 
TAMPÓN 1: 
 Acido maleico      0,1 M 
 NaCl   0,15 M 
 NaOH 0,175 M 
TAMPÓN 3: 
 Acido maleico      0,1 M 
 NaCl   0,15 M 
 NaOH 0,175 M 
 Tween 20     0,3 % 
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TAMPÓN 2 (preparado en tampón 1): 
 Blocking Reagent (Roche)             1 % 
TAMPÓN 4: 
 Tris-HCl pH 9.5      0,1 M 
 NaCl     0,1 M 
Las membranas de DNA pueden ser reutilizadas en experimentos posteriores mediante 
un lavado en  SDS 0,1% (inicialmente hirviendo),  seguido de un lavado en 2xSSC. 
10. TÉCNICAS HISTOLOGICAS: 
10.1. Tratamiento de los portaobjetos: 
Los portaobjetos antes de ser utilizados para colocar en ellos las secciones de las 
muestras a analizar se tratan con 3 aminopropil trimetosixilano 2% para evitar que las 
secciones se despeguen del cristal en los tratamientos posteriores. El procedimiento 
seguido es el siguiente: 
 1 hora en 1M HCl, solución que debe ser preparada con H2O-DEPC en el caso de 
los portaobjetos que vayan a ser empleados en hibridaciones “in situ”. 
 Dos lavados de 5 minutos cada uno en agua destilada o en agua DEPC si los 
portaobjetos van a ser empleados para hibridaciones “in situ”. 
 Dejarlos secar y seguidamente tratarlos durante 15 segundos con una solución 
recién preparada de 2% 3-aminopropil trimetoxisilano disuelto en acetona. 
 Dos lavados de 10 segundos cada uno en acetona 100%. 
 Dos lavados de 10 segundos cada uno en agua destilada o DEPC dependiendo del 
caso.  
 Dejarlos secar. 
10.2. Fijación de muestras: 
Los granos de maíz se fijan en tampón fosfato 0.1M pH 7.2 con 4% paraformaldehido 
y 0.1% glutaraldehido durante un intervalo de tiempo entre 12 y 24 horas, dependiendo 
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del tamaño de la muestra a 4ºC. Después de la fijación se realiza el proceso de des-
hidratación y embebido, consistente en: 
 2 cambios en tampón fosfato 0.1M pH 7.2, para limpiar el fijador de la muestra. 
 Deshidratación de la muestra, mediante 2 cambios de 20 minutos en una serie de 
alcoholes creciente, desde 10% hasta 80% (pudiendo almacenarse en el segundo cambio 
de etanol al 70%) 
 Un cambio de 1 hora en etanol al 100% 
10.3. Embebido en parafina: 
 Se sustituye el etanol absoluto por Xilol, con tres cambios de 45 minutos en 
soluciones de concentración creciente de xylol (3:1, 1:1, 1:3 de etanol:xilol), para 
terminar en xilol 100% durante 1h. 
 A continuación se comienza el proceso de embebido en parafina, Paraplast, 
Sigma, Ca. No:P3683-1KG, y para ello se deja 1 noche en una solución xylol-paraplast 
saturada a temperatura ambiente, 4 horas en una solución saturada xylol-paraplast a 
37ºC, 1 noche en saturación a 42ºC y finalmente 2 cambios diarios durante 3 días de 
paraplast puro a 60ºC.  
 Finalmente las muestras se extienden en paraplast nuevo y se dejan enfriar para 
posteriormente ser cortadas en secciones de 8 μm con un microtomo y colocadas sobre 
los portaobjetos tratados con 2% 3-aminopropil-trimetoxi-silano. 
10.4. Embebido en resina LR White: 
 Se sustituye el etanol absoluto por resina LR White, Sigma, Ca. No:L9774-
500G, mediante cambios sucesivos de 24h cada uno en soluciones de concentración 
creciente de resina LR White ( 3:1, 1:1, 3:1 etanol/resina) y se culmina con un cambio 
de resina 100%. 
 A continuación se hacen tres cambios de 7 dias cada uno en resina 100% para 
eliminar por completo los posibles restos de etanol que puedan quedar en el tejido y 
tener una pieza totalmente embebida en resina. 
 Finalmente la muestra se coloca sobre recipientes con el fondo plano de 
aluminio, Sigma, Ca. No:Z154849-1Pak, cubiertos por resina y se cubre con otro 
recipiente para eliminar todo el aire (que impide la polimerización de la resina) y se 
introduce en una estufa a 60º C durante 24h para su endurecimiento.  
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10.5. Tinción de secciones: 
10.5.1 Tinción de secciones embebidas en parafina: 
Para teñir las secciones embebidas en parafina y poder observar la morfología, se 
desparafinizan en xylol puro y posteriormente se re-hidratan en una serie de alcoholes 
de concentración decreciente (100%, 70%, 50%, 30%), después se lava en tampón 
fosfato y se tiñe durante 3 minutos en 0,025% Azure B, para terminar lavando en 
abundante H2O y deja secar las preparaciones. 
10.5.2 Tinción de secciones embebidas en resina LR White: 
Para teñír las secciones embebidas en resina, según se cortan las secciones de 1 μm se 
colocan sobre portaobjetos sin tratar y se deposita sobre ellas una gota del tinete Azul de 
toluidina al 1% en H2O y se coloca sobre una fuente de calor a 80ºC para que la sección 
se fije al porta y se tiña a la vez. Posteriormente se lava la sección con agua un par de 
veces. 
10.6. Ensayo de actividad β-glucuronidasa (método histoquímico): 
La actividad GUS se determinó mediante tinción histoquímica según el protocolo 
descrito por Jefferson y col. (43) 
El material vegetal se sumerge en tampón GUS y se incuba durante 24-48 horas a 
37ºC. Una vez teñidas, las muestras se lavan con agua destilada dos veces y se destiñen 
con etanol 80%. Las muestras se almacenan en etanol al 70%. 
Tampón GUS (tinción histoquímica): 50mM Na2HPO4 (pH 7.0), 0.5mM 
Ferrocianuro-potásico, 0.5mM Ferricianuro-potásico, 10mM Na-EDTA (pH 8.0), 20% 
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11. RT-PCR, PCR y RT-PCR CUANTITATIVAS: 
11.1 RT-PCR: 
Esta técnica se lleva a cabo según el protocolo de SuperScript III One-Step RT_PCR 
System with Platinum Taq DNA polymerase,  Invitrogen, Ca. No: 12574-018. Se utilizó 
para determinar la presencia o ausencia del transcrito silvestre de ZmETO1 en granos 
mutantes y silvestres. 
11.2 RT-PCR cuantitativa: 
Esta técnica ha sido utilizada para estudiar el patrón de expresión del gen ZmETO1 y 
sus homólogos en diferentes tejidos y a lo largo del desarrollo, así como en las líneas 
transgénicas de maíz. Teóricamente existe una relación directa entre la cantidad inicial 
del transcrito de interés y el producto de PCR resultante, medido durante la fase 
exponencial de la reacción. Hay diversas formas de cuantificar el producto de PCR, en 
esta tesis se ha empleado la tecnología “Syto9” y la basada en sondas LNA (Roche 
Applied Science). 
El “Syto9” es un fluoróforo capaz de intercalarse en la doble hélice de DNA. Cuando 
la molécula se une a la doble cadena de DNA la intensidad de emisión de fluorescencia 
aumenta. Por lo tanto, el incremento de la señal emitida es proporcional a la cantidad de 
amplicón obtenido, al menos durante los ciclos  en los que se esta produciendo 
amplificación exponencial. La reacción se lleva a cabo en un solo paso, es decir, la 
retrotranscripción y la amplificación del cDNA ocurren en un mismo tubo, con las 
condiciones especificadas en el protocolo del QuantiTect Probe RT-PCR kit, Quiagen, 
Ca. No:204443 y el termociclador utilizado es el RotorgeneQ, de Quiagen. 
La RT_PCR cuantitativa en tiempo real también puede realizarse marcando 
flurescentemente oligonucleotidos (sondas) que detectan específicamente una secuencia 
del  producto deseado. De los diversos tipos de sondas existentes, se han empleado las 
sondas LNA de Roche, que están marcadas con un fluoróforo en su extremo 5´ y una 
molécula que capta la fluorescencia emitida por el fluoróforo y la disipa en forma de 
calor, bloqueando así la emisión de fluorescencia cuando ambas moléculas están 
cercanas (denominado “dark quencher”) en el extremo 3´ del oligonucleotido. La sonda 
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marcada hibrida específicamente con una zona del interior del producto de PCR. De este 
modo, cuando se efectúa la PCR (con la sonda más el par de cebadores específicos), la 
sonda hibrida en el amplicón pero,  debido a la cercanía del fluoróforo al quencher, no 
se emite fluorescencia. Durante la posterior amplificación del producto de PCR, la 
polimerasa hidroliza la sonda unida a DNA mediante su actividad exonucleasa 5´-3´, 
provocando la separación del quencher y del fluorocromo y, por tanto, la emisión de 
fluorescencia. La fluorescencia que así se genera esta relacionada con la cantidad de 
amplicón producido. 
Para el procesado de los datos se ha utilizado el método de comparación de valores Ct 
(“threshold cycle for target amplification”, el ciclo en el que la cantidad de amplicón 
alcanza un valor determinado). Según este método, la cantidad de molde inicial (es decir 
de RNA) normalizada a un estándar interno y relativizada a una de las muestras del 
análisis, viene dada por la expresión:    2-ΔΔCT , siempre que se cumpla la condición de 
que los amplicones en estudio son replicados con la misma eficacia y esta sea próxima a 
1. Así: 
ΔCT es el valor de CT normalizado = Valor de CT para el gen en estudio – valor de 
CT para el control interno en la misma muestra. 
Y ΔΔCT es el valor de CT normalizado y relativizado a una muestra control  = ΔCT 
muestra x – ΔCT muestra de referencia. 
Lógicamente, la muestra elegida como referencia adquiere un valor arbitrario de 1 tras 
el cálculo de 2-ΔΔCT. 
Los datos fueron normalizados utilizando como control interno la amplificación del 
gen de la inmunofilina de maíz (ZmFKBP-66; Hueros y col., 1998) (40). 
11.3 PCR cuantitativa: 
Esta técnica se ha utilizado para genotipar DNA extraído de endospermos de granos 
mutantes y poder diferenciar entre endospermos heterocigotos y endospermos 
homocigotos contaminados con tejido materno heterocigoto. Podemos diferenciar estos 
dos tipos de muestras con esta técnica porque al igual que en la RT_PCR teóricamente 
podemos determinar la cantidad de DNA de partida, ya que en los granos heterocigotos 
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Figura 2.1. Estrategia de recolección 
de  material vegetal 
½ de las moléculas de DNA tendrán un alelo y la otra mitad el otro. Por el contrario, en 
una muestra contaminada la proporción de moléculas con cada uno de los alelos será 
muy diferente y esto se vera reflejado en la cuantificación, diferencia  que se pierde en 
una PCR a tiempo final. 
Para cuantificar el producto de PCR en este caso hemos utilizado el kit Power Sybr 
Green Master Mix de Applied Biosystem Ca, No: PN4367218   y como control interno, 
indicador de cantidad de DNA de partida, la amplificación del gen de la inmunofilina de 
maíz (40) ya que todas nuestras muestras son homocigotos para este gen. 
12. RECOLECCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL PARA 
LA AMPLIFICACIÓN DE cDNA-FSTs y VALIDACIÓN DE 
CANDIDATOS: 
El material vegetal necesario para la 
obtención del RNA total de partida para 
la amplificación de los cDNA-FSTs fue 
recolectado por la empresa Biogemma 
SAS, congelado en nitrógeno liquido y 
almacenado a -80ºC. Se recolectaron y 
congelaron, para cada una de las 72 
líneas, granos de una mazorca silvestre 
(WT) y granos mutantes procedentes de 
dos mazorcas heterocigotas (m/+) independientes, ya que no podemos trabajar con 
plantas homocigotas por que los granos mutantes no son viables. Estos granos son 
recogidos a 15 DAP, que es el primer momento en el que se pueden diferenciar 
claramente granos silvestres y granos mutantes en una mazorca procedente de una 
planta heterocigota. 
 Para la validación de los candidatos obtenidos, se recolectaron fragmentos de hojas de 
al menos 60 plantas segregantes para la mutación, de cada línea, y fenotipadas 
(mazorcas WT o heterocigotas), para así poder realizar un análisis de co-segregación de 
los genes candidatos con la mutación (Figura 2.1). 
                                                             Material y Métodos 
 83
Figura 2.2. Esquema de organización en placas de los RNAs y cDNA-FSTs RACE5´y 3´ de 32 
de las 72 líneas analizadas. En rojo se muestra la localización de las muestras WT, M1 y M2 de 
una líne, en la placa de 96 pocillos. 
13. AMPLIFICACIÓN DE cDNA-FSTs: 
 La síntesis de los cDNA_FST se hizo siguiendo las indicaciones del SMART™ 
RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Laboratories Inc.) utilizando como GSP1-2 y 
NGSP1-2 dos cebadores con una secuencia consenso de las terminaciones invertidas 
repetidas (TIR) de los elementos de la familia Mu que aparecen en nuestra colección y 
que denominamos Muoligo1 (GSP1-2) y Muoligo2 (NGSP1-2). El cebador Muoligo2 
utilizado para la síntesis del cDNA_FST RACE5` estaba marcado con un fluoróforo 
IRDye_700 que permite su visualización en el analizador de DNA LI-COR 4300 
(LI_COR Bioscience.) 
La síntesis de los cDNA-FST RACE 5´y 3´ se realizo en placas de PCR de 96 
pocillos. Para sistematizar el proceso las líneas se ordenaron por filas y columnas 
(Figura 2.2).  
14. CLONAJE DE 5´ y  3´cDNA-FSTs: 
14.1 Clonaje de 3´ cDNA-FSTs: 
Para clonar los candidatos obtenidos por RACE 3´, se realizó la electroforesis del 
patrón de cDNA-FST en un gel de agarosa al 1% TAE y se recortó la banda 
correspondiente al cDNA-FST candidato desde uno de los mutantes. Posteriormente se 
extrajo el cDNA-FST de la agarosa utilizando el Minielute Gel Extraction Kit (Qiagen). 
Los cDNA-FSTs purificados se marcaron con DIG según las indicaciones del Dig-High 
Prime Kit (Roche) y se utilizaron como sondas para su validación por Southern blot 
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sobre los cDNA de WT, M1, M2. Los candidatos que co-segregaban fueron clonados 
mediante una reacción de recombinación Gateway BP y  secuenciados. 
14.2 Clonaje de 5´ cDNA-FSTs: 
En el caso de los cDNA-FST obtenidos por RACE 5´ se los patrones se visualizaron 
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 8% en un analizar de DNA LI-COR 4300. 
Los cDNA-FSTs candidatos no se pueden clonar directamente desde los geles de LI-
COR, por ello se sometieron a electroforesis en geles de agarosa de alta resolución al 
1.5% en buffer 1x SB (28). Se recuperó la región del tamaño aproximado al del cDNA-
FST candidato y se resuspendió en 50µl de H2O. A continuación se hizo una segunda 
PCR con los cebadores Muoligo2 y NUP (adaptador del SMART™ RACE cDNA 
Amplification Kit) modificados para añadir los adaptadores Attb1-2 del sistema de 
clonaje Gateway Technology (InvitrogenTM life Technologies). Se realizó una nueva 
electroforesis en un gel de agarosa 1.5 % 1x SB (28) y se recuperó la región del tamaño 
aproximado al del cDNA_FST candidato. Se resuspendio en 50µl de H2O para una 
tercera PCR que añadiría la secuencia Attb1-2 completa al cDNA-FST candidato, 
además del marcaje necesario para el análisis de los productos en geles LI-COR. Tras 
una nueva electroforesis en un gel de agarosa 1.5% 1x SB (28), se recortó el cDNA-FST 
candidato con los adaptadores Attb1-2 completos.  
El resultado de la extracción de la agarosa se visualizó en un gel LI-COR al 6% de 
14cm para comprobar que contenía la banda correspondiente al candidato. El producto 
de la extracción de la agarosa se clonó mediante  una reacción de recombinación 
Gateway BP y se analizaron entre 5-15 colonias en un nuevo gel LI-COR para 
identificar una colonia que contuviese el cDNA-FST del tamaño correcto y 
secuenciarla. 
15. SSH (supresive sustraction hibridization): 
Para obtener los patrones de SSH_cDNA_FSTs hemos seguido el protocolo del PCR-
SelectTM cDNA Subtraction Kit de Clontech Laboratories, Inc, adaptado a nuestro 
material, como se muestra con mas detalle en el apartado 1.2 de los resultados (Figura 
3.3). No obstante, la principal adaptación para poder utilizar los patrones de 
cDNA_FSTs_RACE 5´ y 3´ con esta técnica, fue la introducción una diana de 
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restricción de RsaI (GTAC) en la secuencia del oligonicleotido cebador 
Attb2_Muoligo2. De esta forma en el paso de digestión con RsaI previo  al ligamiento 
de los adaptadores 1 y 2R a cada una de las muestras “tester” nos aseguramos de que 
todas las secuencias amplificadas desde Mu, se ligen a los adaptadores en ambos 
extremos, ya que el primer NUP utilizado para el RACE también tiene una diana RsaI, y 
se pueda producir una amplificación exponencial del producto sustraido. Si no 
hubiesemos introducido la diana RsaI en el Attb2_Muoligo2, solo aquellos cDNA_FSTs 
que contuviesen una secuencia GTAC en su interior serían aptos para la sustracción. 
16. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LOS cDNA-FSTs 
CANDIDATOS:  
Las secuencias de los cDNA_FST y SSH_cDNA_FST  obtenidas se analizan 
mediante búsquedas de Blast-n en la base de datos de EST del NCBI y en la base de 
datos del genoma de maíz www.maizesequence.org. Este análisis permite determinar la 
posición exacta de la inserción en el caso de las secuencias de cDNA_FST y diseñar un 
test de PCR para la validación de la inserción como causal (Figura 2.3).  
En el caso de las secuencias de SSH_cDNA_FST no se puede  determinar la posición 
exacta de la inserción en muchos de los casos, porque en el proceso de sustracción hay 
un paso de digestión con RsaI y cada cDNA_FST se fragmenta en varias secuencias, de 
las cuales solo una contiene la parte de la secuencia TIR que permite identificar la 
posición exacta de la inserción. En los casos en los que solo disponemos de las 
secuencias que no contienen parte de la secuencia TIR, no podemos saber si la inserción 
Figura 2.3. Diseño de cebadores para el test de validación de los cDNA-FST 
candidatos. 
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esta hacia 3´ o 5´, ni la distancia a la que se encuentra, y por eso se diseña un test de 
PCR de forma aleatoria hasta obtener el adecuado. 
17. DISEÑO, CLONAJE Y DESCRIPCIÓN DE LOS 
VECTORES UTILIZADOS EN ESTA TÉSIS: 
17.1 Expresión de la construcción GFP+GUS bajo el control de las 
regiones promotoras de los genes AtETO1, AtEOL1, AtEOL2: 
Mediante una PCR con los primers PromETO1_1500_Attb1 + PromETO1_Attb2, 
PromEOL1_1500_Attb1 + PromEOL1_Attb2 y PromEOL2_Attb1 + PromEOL2_Attb2, 
se amplificó un fragmento de ADN de 1500 pb en el caso de la región promotora de 
AtETO1 y AtEOL1 y de 1000 pb en el caso del promotor del AtEOL2. 
Los primers utilizados para amplificar estas secuencias, tenían en su extremo 5´ parte 
de la secuencia de recombinación Gateway, que permitió mediante una segunda PCR 
como se indica en el protocolo del Gateway Technology Kit (InvitrogenTM life 
Technologies), obtener la región promotora de cada gen con las dianas de 
recombinación completas, para posteriormente mediante una reacción de recombinación 
BP introducirlas en el vector pDONR221. 
 A continuación, mediante una reacción de recombinación LR, movilizamos las 3 
regiones promotoras a un vector binario, pKGWFS 7,0, que contiene la construcción 
delatora GFP+GUS sin promotor y con un cassette Gateway aguas arriba, que será 
sustituido por la región promotora contenida en el vector pDON221. 
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Figura 2.4. Vectores binarios utilizados en la transformación de plantas de A. thaliana en 
donde la expresió n de la construcción delatora GFP+GUS esta controlada por la región 
promotora de los genes AtEOL1, AtEOL2 y AtETO1 respectivamente. 
Estas tres construcciones se denominaron: pKGWFS7,0_PromETO1_1500, 
pKGWFS7,0_PromEOL1_1500, pKGWFS7,0_PromEOL2_1011, y se utilizaron para 
transformar A. thaliana de forma estable (Figura 2.4). 
17.2 Sobre expresión de ZmETO1: 
La empresa BIOGEMMA S.A.S realizó dos construcciones de sobre-expresión de 
ZmETO1 utilizadas para la obtención de plantas transgénicas estables. Estas dos 
construcciones son: 
 pBIOS1814: es un vector binario Gateway propiedad de la empresa 
BIOGEMMA S.A.S, en el que se ha introducido una secuencia codificante modificada 
(tiene los tripletes modificados para una mejor expresión en maíz) de la proteína 
ZmETO1, bajo el control del promotor ubicuo OsRubi3 (36, 45 46), para una sobre-
expresión ubicua del gen ZmETO1 (Figura 2.5). 
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 pBIOS1820: es un vector binario de Gateway propiedad de la empresa 
BIOGEMMA S.A.S, en el que se ha introducido la secuencia codificante modificada de 
la proteína ZmETO1, bajo el control del promotor HMWG (35), para una sobre-
expresión localizada en el endospermo de maíz a partir de 14DAP del gen ZmETO1 
(Figura 2.5). 
17.3 Silenciamiento de ZmETO1: 
Además de las dos construcciones de sobre-expresión del gen ZmETO1, 
BIOGEMMA S.A.S. también realizo una construcción que expresase de forma ubicua 
un RNAi_ZmETO1, en un intento de obtener plantas transgénicas estables con un 
silenciamiento de la expresión de ZmETO1. En esta construcción se generó una 
estructura con un fragmento del extremo 5´codificante del ZmETO1, repetido e 
Figura 2.5. Vectores binarios utilizados en la transformación de plantas de Zea mays sp mays en 
donde la expresión de la construcción SysETO1_ZmMod esta controlada por la región promotora 
del genes ubicuo OsRubi3, en el caso del vector pBIOS1814 (izquierda) y el gen HMWG en el 
caso de la construcción pBIOS1820 (derecha). 
Figura 2.6. Vector binario utilizado 
en la transformación de plantas de 
Zea mays sp mays en donde la 
expresión del RNAi_ZmETO1 esta 
controlada por la región promotora 
del gen ubicuo OsRubi3, para 
obtener un silenciamiento génico de 
ZmETO1 ubicuo. 
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invertido a ambos lados de un intrón, para así poder generar la típica estructura en 
horquilla, precursora de RNAi. Para su expresión de forma ubicua se utilizó el promotor 
OsRubi3 (36, 45, 46), al igual que en la construcción pBIOS1814 (Figura 2.6). 
18. OBTENCIÓN DE PLANTAS TRANSGÉNICAS: 
18.1 Arabidopsis thaliana: 
El método de transformación seguido se basa en el descrito por Clough y Bent, 1998 
(41), que es una modificación del de Bechtol et al. 1993. Consiste en: 
 Crecer las plantas de Arabidopsis hasta que tengan flores, bajo condiciones de 
día largo. Opcionalmente, se puede cortar el primer tallo, para que desarrolle tallos 
secundarios. El momento de la transformación es cuando tenga una gran cantidad de 
flores inmaduras y no muchas silicuas fertilizadas. 
 En este momento se prepara un cultivo, aproximadamente 300ml, del clon de  
Agrobacterium tumefaciens transformado con el vector binario donde se ha introducido 
la construcción de interés. Se crece en medio selectivo con Rifampicina y el agente 
selector para el vector binario, en este caso Espectinomicina, en medio LB a una 
temperatura de 28ºC. 
 Cuando el cultivo  tiene una OD600: 0.8, se precipitan las células mediante una 
leve centrifugación, y se resuspenden en una solución de sacarosa 5%. 
 Se añade Silwet L-77 hasta una concentración de 0.05% y se mezcla bien. 
 Los botones florales se sumergen en la solución de Agrobacterium en sacarosa 
5% y Silwet durante 2 o 3 segundos, con un poco de agitación, para que quede una fina 
película en torno a los botones florales. 
 A continuación, se colocan las plantas cubiertas con una bolsa transparente 
durante 24h para que se mantengan húmedas las inflorescencias. 
 Finalmente, se riegan y crecen las plantas con normalidad, hasta recoger las 
semillas secas. 
 Una vez tenemos las semillas, debemos seleccionar las transformadas en medios 
MS con el agente selectivo utilizado. En nuestro caso Kanamicina. 
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18.2 Zea mays: 
El método de transformación seguido se basó en el descrito por Ishida y col. (44), con 
algunas modificaciones. Tanto el protocolo utilizado como la composición de los 
medios (co-cultivo, selección, regeneración) y los plásmidos empleados son 
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1. IDENTIFICACIÓN DE GENES CAUSALES EN 72 
LINEAS CON FENOTIPO DEFICIENTE EN EL 
DESARROLLO DEL GRANO:  
1.1 RACE 5´ y 3´. 
En el desarrollo de esta tesis hemos analizado 72 líneas de maíz, seleccionadas de 
entre 300 que analizaba el proyecto en su conjunto, que presentaban un fenotipo 
deficiente en el desarrollo del grano, con una segregación mendeliana indicadora de una 
herencia monogénica. Estas líneas proceden de una colección de 25000 líneas 
mutagenizadas por inserción de Mu, propiedad de la empresa Biogemma S.A.S.  
En estas 72 líneas buscamos los genes causales de la mutación mediante una nueva 
aproximación puesta a punto en nuestro laboratorio, el análisis de patrones de 
cDNA_FST amplificados por RACE 5´ y 3´ (ver Material y Métodos, apartado 14). El 
RNA utilizado para la amplificación de cDNA_FST se extrajo de granos mutantes (M, 
provenientes de dos plantas heterocigotas diferentes) y silvestres (WT, provenientes de 
una planta silvestre, hermana de las anteriores) en cada una de las líneas. En total se 
extrajo RNA de 55 líneas completas (WT, M1, M2), 15 líneas que carecían de la 
muestra silvestre (en las cuales utilizamos un pool de muestras silvestres, para los 
análisis posteriores) y 2 líneas en las que faltaba una de las muestras mutantes (en estos 
casos utilizamos dos granos mutantes hermanos, provenientes de un mismo individuo, 
mutante 1 y 1b). 
Los patrones de cDNA-FSTs RACE 3’  fueron  analizados en geles de agarosa al 1% 
TAE, un sistema con resolución suficiente dada la simplicidad de los patrones de 
amplificación. Se identificaron 25 candidatos a ser causales de la mutación 
(cDNA_FSTs que aparecen en ambos individuos mutantes y están ausentes en el 
individuos silvestre) (Figura 3.1A), que fueron clonados. La aparente co-segregación se 
testó mediante hibridación a Southern blot con el patrón de cDNA-FST RACE 3´de 
muestras silvestres y mutantes, resultando positivos 15 de ellos. A continuación se 
secuenciaron y se diseñó un test de validación por PCR para los 12 candidatos que se 
correspondían con secuencias transcritas (presentaban ESTs en las bases de datos) (Ver 
anexo I). Estos tests de PCR permiten identificar DNAs con y sin el transposón en la 
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posición detectada y por tanto genotipar los individuos para la inserción y correlacionar 
estos genotipos con el fenotipo para la mutación de grano presente en la línea.  
 Para analizar los patrones de amplificación cDNA-FSTs RACE 5’, de una 
complejidad notablemente superior a la de los patrones 3’, se utilizó una estrategia de 
mayor poder resolutivo. Los patrones se visualizaron en geles de poli-acrilamida 
desnaturalizantes en un analizador de DNA LI-COR 4300. Esta técnica puede detectar 
bandas que difieren en tan solo 1 base, proporcionando un mayor número de amplicones 
disponibles para el análisis y por tanto un mayor número de cDNA_FST candidatos. Se 
identificaron de esta forma (Figura 3.1B) 277 candidatos, de los cuales se pudieron 
clonar y secuenciar 72. Tras el análisis  bioinformático se diseñaron tests de validación 
por PCR, similares a los descritos en el caso de los patrones 3’, para los 48 que 
resultaron ser secuencias transcritas (presentaban ESTs en las bases de datos) (Ver 
AnexoI). Los otros 24 cDNA_FSTs se correspondían con  
 Figura 3.1. A) Gel de agarosa 1% TAE con el 
patrón de cDNA-FSTs obtenido en 4 líneas mediante 
RACE 3`. B) Gel LI-COR con el patrón de cDNA-
FSTs RACE 5´ obtenido en 10 líneas mediante 
RACE 5´. La disposición de los patrónes (WT, M1, 
M2) permite identificar tres tipos de cDNA-FST: 
− Inserciones comunes 
− Inserciones/escisiones somáticas 
− Inserciones candidatas a ser causales. 
A
B
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inserciones en secuencias intergénicas, que suponemos pudieron ser clonadas al 
transcribirse desde el elemento Mu insertado, por tanto es poco probable que sean 
causales y no se testaron. 
El proceso de validación se inicio con un total de 58 candidatos (dos de los candidatos 
fueron encontrados en ambas aproximaciones RACE 5’ y 3’). Los candidatos 
procedentes del cDNA_FST RACE 5´ fueron testados por PCR, inicialmente sobre el 
cDNA original, resultando positivos 19 de ellos. A continuación se realizo el test en 
DNAg de granos hermanos de los usados para extraer el RNA, con los candidatos que 
habían pasado el test en el cDNA original procedentes de cDNA_FST RACE 5´ (19 
candidatos) y RACE 3´ (12 candidatos). En este caso 21 de los candidatos mostraron 
una perfecta co-segregación. En el paso siguiente, se utilizó DNAg de 10 individuos (5 
WT y 5 m/+), y 19 de los 21 dieron un resultado negativo en este test. Es de destacar 
que los dos candidatos que pasaron este test habían sido detectados tanto en RACE-3’ 
como en RACE-5’. Finalmente, se hizo un análisis de co-segregación en poblaciones de 
mayor tamaño. De los dos candidatos que no habían sido descartados hasta el momento, 
  Figura 3.2. Ejemplos positivos y negativos de cada una de las etapas de validación. En la
co-segregación a gran escala se muestra una fracción representativa los individuos
analizados en las líneas C1063 (positivo) y E1394 (negativo). En la tabla adjunta se muestra
un resumen comparativo de los resultados obtenidos en el proceso de validación de los
cDNA_FSTs candidatos obtenidos del RACE 3´ y del RACE 5´. 
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uno presentaba una co-segregación perfecta, línea D0985. El segundo candidato, línea 
E1394, presentaba algunos errores en la co-segregación (Figura 3.2). 
1.2 Estrategia cDNA_FST_SSH. 
La estrategia de identificación y clonaje de cDNA_FTSs en geles LI_COR requería de 
un gran esfuerzo en términos económicos y de tiempo empleado. Además, una gran 
parte de los cDNA_FSTs identificados como candidatos no pudieron ser clonados a 
causa de dificultades técnicas, bien conocidas, asociadas a la purificación desde geles de 
poli-acrilamida. Por todo ello, decidimos desarrollar una nueva estrategia que pudiese 
facilitar la identificación y clonaje de los cDNA_FSTs candidatos. 
 
Figura 3.3. Esquema ilustrativo del protocolo de SSH modificado. Idealmente, solo se 
obtienen cDNA_FSTs presentes en ambos mutantes y ausentes en el silvestre. 
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Para ello, hemos adaptado la tecnología PCR-SelectTM cDNA Subtraction de Clontech 
Laboratories, Inc, a nuestras muestras para obtener un patrón de bandas que 
denominamos cDNA_FST_SSH. La tecnología PCR-SelectTM cDNA Subtraction esta 
diseñada para comparar dos poblaciones de mRNAs y obtener clones de genes que se 
expresan solo en una de las poblaciones, siendo esta la denominada población “tester” y 
la población con la que la comparamos o sustraemos “driver”. En nuestro caso vamos a 
comparar dos poblaciones “tester”, que son los cDNA_FSTs de ambos mutantes, con 
una población “driver”, cDNAs_FSTs del individuo silvestre. Cada patrón de 
cDNA_FST mutante se ligará a un adaptador diferente, 1 y 2R, consiguiendo así, una 
doble sustracción. El resultado de la SSH por tanto serán clones de cDNA_FSTs que 
además de no estar presentes en la muestra “driver”, silvestre, deben estar presentes (y 
este aspecto es él realmente crítico para nuestra aplicación) en ambos mutantes, siendo 
por tanto derivados de inserciones causadas por movilización germinal, y no somática, 
del transposón (Figura 3.3).  
Inicialmente pusimos a punto esta estrategia de SSH_cDNA_FSTs con cDNA_FSTs 
RACE 3´ de 2 líneas control, seleccionadas mediante una aproximación de “genética 
reversa”. En esta prueba pudimos identificar 3 clones de 5 en un caso y 4 de 6 en otro, 
que procedían de la amplificación del cDNA_FST causal de la mutación. 
Con estos datos, procedimos a realizar la sustracción en las líneas de la colección, y 
para decidir que material de partida utilizar hicimos una prueba inicial con el 
cDNA_FSTs RACE 5´ de 8 líneas y el cDNA_FSTs RACE 3´de otras 8 (Figura 3.4A), 
pudimos ver que la sustracción parecía mas eficaz en el caso de los cDNA_FSTs RACE 
3´, ya que los patrones presentaban un número menor de bandas (incluso en algunos 
casos había menos de 10 bandas). 
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Por lo tanto, decidimos realizar la sustracción en todas las líneas de la colección con el 
cDNA_FSTs RACE 3´. Se aplicó esta nueva estrategia a un total de 44 de las 72 líneas 
de la colección. En las pruebas iniciales con las dos líneas control se generaron librerías 
con el cDNA_FST_SSH resultante de la sustracción utilizando el TOPO_TA Cloning 
kit for Sequencing de InvitrogenTM y se secuenciaron 10 clones al azar. Sin embargo, 
secuenciar 10 clones de cada una de las líneas podía ser demasiado costoso para 
nosotros y asumiendo que las bandas que aparecían mas intensas en el patrón de la 
sustracción eran el fruto de una mejor selección, y el resto de bandas minoritarias se 
correspondían con escapes (falsos positivos), decidimos clonar y secuenciar solo estas 
bandas (Figura 3.4A).  
 Al visualizar  los 44 patrones de SSH_cDNA_FSTs de las líneas de la colección, en 
geles LI-COR identificamos un total de 144 bandas candidatas en 33 de las líneas. Las 
otras 11 líneas no presentaban bandas susceptibles de ser clonadas. En las 33 líneas que 
tenían candidatos, se generaron librerías con el patrón de sustracción utilizando el 
TOPO_TA Cloning kit for Sequencing de InvitrogenTM y se rastrearon entre 30 y 40 
colonias en geles de agarosa 1x SB junto al patrón original de SSH_cDNA_FSTs 
(Figura 3.4B) para identificar las colonias que contuviesen un inserto que se 
Figura 3.4. A) Ejemplo de un gel LI_COR donde se pueden observar 8 patrones de 
SSH_cDNA_RACE 5´ (izquierda) y 8 patrones de SSH_cDNA_RACE 3´ (derecha). B) Un 
gel de agarosa con 8 colonias y el patrón de SSH_cDNA_FST, en el proceso de screening 
para clonar las bandas seleccionadas. En los recuadros amarillos están marcadas las bandas 
mas intensas del patrón de SSH_cDNA_FST y en rojo las colonias que contienen dichos 
fragmentos. 
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correspondiese con las bandas seleccionadas (las más intensas) y posteriormente 
secuenciarlas. Obtuvimos clones que contenían 89 de las 144 bandas candidatas. Tras 
ser secuenciados y analizados bioinformáticamente, se identificaron 13 “contigs”, que 
se correspondían con inserciones nuevas y potencialmente interesantes, formados por 
varias bandas SSH_cDNA_FST y procedentes de secuencias transcritas (presentaban 
ESTs en las bases de datos) en 13 líneas diferentes, además de las dos inserciones 
identificadas previamente mediante las aproximaciónes de cDNA_FSTs RACE 5´ y 3´ 
en las líneas D0985 y E1394. Se diseñó un test de PCR para cada uno de los 13 nuevos 
candidatos y ocho de ellos dieron un resultado positivo en DNAg de granos hermanos. 
De los 8 positivos, 2 pasaron el test sobre DNAg de 10 individuos. Al analizarlos en una 
población de mayor tamaño ambos candidatos, correspondientes a las líneas C1063 y 
D0210 mostraron una co-segregación perfecta en todos los individuos testados, por lo 
que no se pueden descartar como genes causales de la mutación de estas líneas. 
1.3 Secuenciación masiva 454 de SSH_cDNA_FST. 
De las 44 líneas que utilizamos en la estrategia de cDNA_FST_SSH, 8 eran de 
especial interés porqué disponíamos de una estimación de la posición de mapa del gen 
causal en cada una de ellas. Este cartografiado había sido realizado por la empresa 
Biogemma S.A.S. mediante hibridación de DNA extraído de segregantes agrupados con 
microarrays tipo Illumina que contenían  marcadores SNPs distribuidos aleatoriamente 
por todo el genoma.  
Tener la posición de mapa de la mutación, combinado con la disponibilidad de la 
secuencia del genoma de maíz (www.maizesequence.org), podía facilitar mucho la 
identificación de la inserción causal. Idealmente, deberíamos disponer de la secuencia 
de todos y cada uno de los fragmentos cDNA_FST_SSH producidos en cada línea para 
cruzarlos con los modelos génicos localizados en la región genómica donde se localiza 
la mutación, quedando descartados como candidatos todos los cDNA_FSTs que no co-
localicen con la posición de mapa disponible en cada línea. Para asegurarnos de que 
todos los productos SSH eran secuenciados decidimos secuenciar mediante tecnología 
454 (Roche-Diagnostics) el patrón de cDNA_FST_SSH de las 8 líneas.  
Para la secuenciación mediante 454, en la que finalmente se incluyeron 32 líneas del 
consorcio que lleva a cabo este proyecto, se marco con un código identificador el 
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producto de la reacción SSH de cada una de las líneas. Así pudimos identificar las  
aprox. 250000 secuencias correspondientes a nuestras 8 líneas. Mediante un análisis 
bioinformático se ensamblaron las secuencias resultantes del 454 para obtener “contigs” 
que se correspondían con los fragmentos de cDNA_FST_SSH (aproximadamente 40 
“contigs” por línea). Finalmente, y para priorizar los candidatos en el análisis,  se 
seleccionaron los mas abundantes (aquellos que presentan un número mayor de 
secuencias), los que co-localizan en el genoma de maíz con el intervalo obtenido en el 
cartografiado mediante Illumina y finalmente los que se corresponden con secuencias 
transcritas. De esta forma, seleccionamos 25 cDNA_FSTs_SSH candidatos a ser 
causales y se ha diseñado un test de PCR. Actualmente están siendo testados en cDNA, 
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2. ESTUDIO DE LA LÍNEA C1063: 
En el análisis de la librería de SSH_cDNA_FSTs de la línea C1063 encontramos dos 
clones (E8 y E9) que tras ser analizados mediante una búsqueda de Blast-n en la base de 
datos del genoma de maíz (www.maizesequence.org) fueron identificados como 
fragmentos de un mismo locus LOC100279911 (ZmETO1), que codifica para una 
proteína relacionada con la familia de proteínas ETO (ethilene over-expressión) de 
Arabidopsis thaliana.  
Ambos cDNA_FST_SSH contenían la secuencia del oligo OMuA (25 pb terminales 
de la secuencia TIR del transposon, que se utilizó para la síntesis de los cDNA_FSTs). 
Gracias a ello se pudo localizar la posición exacta de la inserción en el gen. Ésta se 
encontraba en la región 5’UTR, 350 pb aguas arriba del inicio de traducción (Figura 
3.5).  
Como se discutira más adelante, este tipo de inserciones, a diferencia de las 
inserciones localizadas en exones, que generalmente originan mutantes de pérdida de 
función, pueden dar lugar a fenotipos mutantes por múltiples causas, lo cual dificulta su 
caracterización.  
2.1 Caracterización fenotípica de la línea mutante C1063. 
2.1.1 Estudio morfológico del mutante en desarrollo a 5, 8, 10, 14 y 17 DAP. 
La línea C1063 a simple vista presenta segregación para un fenotipo recesivo empty 
pericarp “emp”, este tipo de fenotipos mutantes puede identificarse a partir de los 12-14 
DAP porque tienen un tamaño reducido y una cubierta de apariencia translucida, 
además los endospermos tienen una consistencia blanda y acuosa.  En semilla madura 
Figura 3.5. Esquema de la estructura genómica del locus LOC100279911 y la 
localización de las dos secuencias obtenidas en la SSH_cDNA_FST de la línea C1063.  
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Figura 3.6.  Imagen
donde se muestra una
mazorca heterocigota de
14 DAP (A) y madura (B)
de la línea C1063. Con
una flecha roja se señalan
los granos homocigotos
mutantes 
Figura 3.7. Preparaciones 
histológicas teñidas con Azure 
B 0.3% de granos mutantes (A) 
y silvestre (B) de 8DAP.  
Ampliación del embrión del 
grano mutante (C) y silvestre 
(D). 
los granos aparecen mas pequeños y aplastados entre los silvestres al no tener un buen 
desarrollo del endospermo y embrión (Figura 3.6).  
Los fenotipos denominados “emp” suelen afectar al desarrollo del endospermo y el 
embrión, y para examinar las alteraciones morfológicas sufridas por los granos mutantes 
a lo largo del desarrollo realizamos un análisis histológico de varios estadios del 
desarrollo 5, 8, 10, 14 y 17 DAP. 
En los primeros estadios de desarrollo 5, 8 y 10 DAP la identificación de los granos 
mutantes se realizo a través de la morfología observada en las preparaciones 
histológicas, ya que externamente son indistinguibles de los silvestres. En el caso de los 
granos de 5 DAP, analizamos un total de 10 granos y no encontramos ninguna 
alteración morfológica que nos permitiese identificar claramente algún individuo como 
mutante. Sin embargo en granos de 8DAP se observan diferencias entre granos que 
podemos denominar WT y homocigotos mutantes. 
Estas diferencias se observan claramente en el 
tamaño del endospermo, mucho mas reducido en el 
mutante que en el silvestre, sin embargo el tamaño 
de las células no es muy diferente en uno y otro, por 
lo que la diferencia parece ser debida a una menor 
tasa de división en los mutantes (Figura 3.7A y B). 
Además hay ligeras diferencias en la estructura del 
embrión, ya que el silvestre presenta una estructura 
típica de estadio de transición temprano y esta 
rodeado de células del endospermo que tienen la 
morfología típica de ESR (con un citoplasma denso) 
(Figura 3.7 D). El embrión mutante, sin embargo, es 
ligeramente más pequeño, retrasado en el desarrollo 
y la organización celular parece algo más aleatoria, 
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lo cual es especialmente patente en la zona del suspensor. Además, el número de células 
con morfología de ESR entorno al suspensor es muy reducido, lo que podría estar 
indicando una malformación del embrión, ya que para el correcto desarrollo de las ESR 
es necesario la presencia de un embrión funcional. No obstante, no podemos asegurar 
que el plano de corte sea el mismo en WT y mutantes, y de no ser así, podría ser ésta la 
causa de la reducción del número de células de tipo ESR observada. En cuanto a los 
otros dominios celulares, aleurona y CT, del endospermo no se aprecian diferencias 
significativas en cuanto a su morfología. 
A 10 DAP se puede ver como el endospermo silvestre ha aumentado de tamaño hasta 
llenar casi por completo la envuelta materna, desplazando la nucela hacia la periferia, 
mientras que el endospermo mutante (Figura 3.8 A)  es mucho mas pequeño que el 
silvestre (Figura 3.8 B), aunque  mayor que a 
8DAP. Se puede ver también como el embrión 
silvestre se encuentra en la fase coleoptilar, 
pudiendo diferenciarse el coleoptilo y el SAM 
(shoot apical meristem) y el inicio del desarrollo 
del escutelo, momento en que tiene lugar la 
adquisición de la polaridad adaxial/abaxial 
(Figura 3.8 D). En el embrión mutante de 10 y 
14DAP se observa una estructura esférica al final 
del suspensor, de tamaño menor que el embrión 
silvestre y que parece no haber podido adquirir la 
polaridad adaxial/abaxial (Figura 3.8 C, J). En 
cuanto a los dominios típicos del endospermo, en 
el caso del silvestre podemos observar algunas 
células con características típicas de ESR en la 
zona del endospermo en contacto con el 
suspensor, mientras que en endospermo mutante 
no se aprecian células con dicha morfología 
(Figura 3.8 C, D, J). Las células de transferencia 
y la aleurona tampoco presentan su morfología típica en el mutante, ya que las células 
localizadas en la región BETL tienen un aspecto cúbico y en ocasiones alargado, pero 
no presentan el engrosamiento de la pared celular y las invaginaciones típicas de las CT, 
Figura 3.8.  Preparaciones 
histológicas de un grano mutante 
(A) y silvestre (B) de 10DAP. 
Imágenes  mas detalladas del 
embrión (C, D), células de 
transferencia (E, F) y aleurona (G, 
H), de mutante y silvestre 
respectivamente. En la columna de 
imágenes de la derecha se muestra 
un grano mutante de 14DAP (I), 
embrión (J), la región BETL (K) y 




como se puede ver en las CT del individuo silvestre. En la región BETL del mutante de 
14DAP se observa como las células de la región ab-germinal tienen una morfología mas 
similar a la de las CT que las células de la zona ad-germinal (Figura 3.8 E, F, K). 
También podemos observar como en el grano mutante las células inmediatamente 
superiores a las CT conocidas como tejido de transmisión no están alargadas como en el 
caso del silvestre. Algo similar ocurre con las células de la aleurona, que en el mutante, 
tanto a 10 como 14DAP, aparecen formando una capa de células alargadas dispuestas en 
la superficie del endospermo, diferentes a las células del endospermo amiláceo situadas 
inmediatamente por debajo de ellas, pero muy diferentes a las de aleurona del 
endospermo silvestre, que son células con un citoplasma denso y granular. Las células 
del endospermo amiláceo silvestre están comenzando a acumular almidón mientras que 
las células del endospermo amiláceo mutante carecen por completo de gránulos de 
almidón (Figura 3.8 G, H, L).  
A 17 DAP los granos mutantes no han 
aumentado mucho de tamaño y tampoco han 
acumulado almidón, por el contrario, el grano 
silvestre presenta gránulos de almidón casi en la 
totalidad del endospermo amiláceo (Figura 3.9 
A y B). En el caso del embrión, el silvestre se 
encuentra en un estadio en el que ya se han 
diferenciado el coleoptilo, el primer y segundo 
primordios foliares, SAM (shot apical 
meristem) y RAM (root apical meristem), así 
como la coleoriza. El escutelo, por su parte, ha 
sufrido un alargamiento en el eje apico/basal 
(Figura 3.9I). En el embrión mutante, se puede 
ver como hay un inicio de diferenciación de 
SAM y RAM, así como el coleoptilo, pero muy 
reducidos. Ambos SAM y RAM aparecen como 
masas indiferenciadas sin ninguna traza de 
diferenciación en capas o en rudimentos de 
tejido vascular. El escutelo, por su parte, no se 
ha desarrollado adecuadamente y se encuentra 
Figura 3.9. Preparaciones 
histológicas donde se muestra un 
grano mutante (A), y silvestre (B). 
En el recuadro verde se muestra la 
región de la aleurona que se observa 
con más detalle en las imágenes (C) 
y (D) y en los recuadros en rojo las 
regiones de la capa de CT que están 
aumentadas en las imágenes (G) y 
(F). En (H) se muestra el embrión 
mutante y uno silvestre en (I) 
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reducido (Figura 3.9 A, B, H, I). En cuanto a los dominios celulares del endospermo 
mutante,  la aleurona sigue manteniendo la misma estructura que a 10DAP y a 14 DAP, 
con células alargadas y un citoplasma poco denso y las células del endospermo 
amiláceo adyacente a la aleurona apenas presentan gránulos de almidón, por el 
contrario, en el grano silvestre la aleurona presenta la estructura típica con una forma 
casi cúbica y un citoplasma denso, seguida de células del endospermo amiláceo repletas 
de almidón (Figura 3.9 C, D). En la región BETL del grano mutante las dos regiones 
que se comenzaban a observar a 14DAP se diferencian mejor y las células de la región 
ab-germinal tienen una apariencia normal de CT,  con una pared muy engrosada e 
invaginaciones, aunque no tan prominente como en las CT silvestre (Figura 3.9 G y F). 
Las CT de la zona ad-germinal también han comenzado a adquirir características de CT, 
pero sus paredes son mucho menos engrosadas y no tienen el nivel de invaginaciones 
que se observa en las de la región ab-germinal (Figura 3.9 E). En conjunto, los granos 
mutantes no parecen mostrar un defecto primario en el desarrollo y diferenciación de 
células de transferencia y células del tejido de transmisión, la incompleta diferenciación 
de estos tejidos podría ser más bien una consecuencia de la deficiencia en el desarrollo 
del embrión y la incapacidad del endospermo amiláceo para llevar a cabo un proceso de 
llenado completo de sustancias de reserva. 
2.1.2 Análisis de expresión de genes marcadores de dominios celulares en granos 
mutantes y silvestres de la línea C1063. 
Una vez concluido el estudio morfológico, que nos indicaba que los dominios 
celulares no habían completado su desarrollo, decidimos hacer un estudio molecular, 
utilizando genes marcadores de distintos tejidos para ver si éstos alcanzaban los niveles 
de expresión relativa observados en los granos silvestres. 
Para el análisis de expresión tomamos muestras de 14DAP de un conjunto de granos 
mutantes y silvestres de una mazorca heterocigota (muestras Grano m/m y Grano M/+) 
y como en el conjunto de granos silvestres de la mazorca heterocigota habrá 2/3 de 
granos heterocigotos con una dosis variable del gen mutante, decidimos tomar como 











WT * Grano M/+ Grano m/m
MRP1 BETL1 BETL2 BETL9L ESR6
Figura 3.10.  Cuantificación de genes marcadores de los dominios celulares típicos 
del endospermo de Zea mays. Se utilizo el kit QuantiTect Probe RT-PCR con Syto 9. 
En estas muestras analizamos tres genes marcadores de CT, entre ellos ZmMRP1, 
factor transcripcional que determina la aparición de células de transferencia (61) y 
BETL1 y BETL2 regulados transcripcionalmente por ZmMRP1. Además se 
cuantificaron BETL9L, específico de aleurona y ESR6,  de la región circundante del 
embrión. 
Como se puede ver en la Figura 3.10, el regulador transcripcional de células de 
transferencia ZmMRP1 presenta un aumento de la expresión significativo, aunque 
moderado, en los granos M/+ con respecto a los granos silvestres. Esta sobre-expresión 
no parece ocasionar alteraciones en el grano, ya que los dos genes regulados por él no 
muestran diferencias significativas, al igual que ocurre con los marcadores de “embryo 
surrounding región” (ESR6) y de aleurona (BETL9L). 
En el caso de los granos mutantes la expresión de ZmMRP1 y BETL1 esta reducida 
significativamente con respecto a la muestra WT y de granos M/+, y lo mismo ocurre 
con BETL9L y ESR6. Estos datos concuerdan con lo observado en el análisis 
histológico, donde ninguno de los dominios celulares llegaba a diferenciarse por 
completo. En el caso de BETL2 no hay una variación significativa con respecto al 
silvestre ni el heterocigoto, esto podría reflejar simplemente el nivel de expresión del 
gen en células de transferencia, ya que BETL2 es el más abundante de los marcadores 
testados. En este caso bastaría la presencia de una capa parcialmente diferenciada de CT 
para mostrar el mismo nivel de expresión del marcador que en el silvestre. 
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2.2 Análisis de co-segregación a gran escala en plantas segregantes y 
en endospermos mutantes. 
Este tipo de aproximación permite descartar una inserción no causal (si aparece un 
recombinante entre la inserción y el fenotipo), pero en ningún caso asegurar  con certeza 
que una inserción sea la causal.  
A pesar de no poder asegurar que la inserción es la causal, cuanto mayor sea el 
tamaño de la población que presenta una co-segregación perfecta (fenotipo/inserción) 
mayor será la probabilidad de que la inserción sea la causal. Desde este punto de vista, 
el hecho de que la inserción en ZmETO1 co-segregue con el fenotipo “emp” en 10 
individuos (5wt y 5m/+) es una prueba débil de que la inserción esta ligada al fenotipo, 
deberíamos analizar una población de mayor tamaño para tener mayor certeza de que la 
inserción sea causal.  
2.2.1  Análisis de ligamiento en una población de plantas segregantes. 
Antes de comenzar la búsqueda de genes causales, deberíamos haber dispuesto de una 
población de 60 plantas fenotipadas segregantes (silvestres/heterocigotas) de cada una 
de las líneas analizadas, para poder realizar un estudio de co-segregación a gran escala. 
Sin embargo, por problemas en el fenotipado solo disponíamos de 20 muestras en el 
caso de la línea C1063, las cuales mostraron una co-segregación perfecta tras su 
análisis. Debemos recalcar la dificultad de obtención de estas poblaciones. Dado que la 
mutación es letal en homocigosis (los granos mutantes no germinan) la población 
segregante esta formada por individuos procedentes de granos silvestres; para 
determinar si son silvestres o heterocigotos para la mutación  estos individuos deben ser 
llevados a madurez, autofecundados y la mazorca resultante examinada para la 
presencia del fenotipo mutante. 
En los dos años posteriores se obtuvieron otros 79 individuos segregantes, en todos 
ellos se observo que el fenotipo y el genotipo, co-segregaban adecuadamente. 
Por lo tanto, la población final de individuos  que muestra una co-segregación perfecta 
es de 109 individuos heterocigotos y silvestres. El tamaño de la población analizada con 
una co-segregación perfecta, tan solo nos permite asumir que la inserción se encuentra a 
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menos de 3,5 cM de la mutación, con una p > 0,05 (según una χ2 de un grado de 
libertad). Este intervalo genético equivale aproximadamente a 2.6 mega pares de bases, 
que contienen unos 40 genes. Es por lo tanto necesaria una población de mayor tamaño 
para poder reducir esta distancia, puesto que una co-segregación perfecta en 400 
individuos posicionaría la inserción a menos de 1cM de la mutación y unos 12 genes 
con una p > 0.05, mientras que una población de 4000 plantas lo reduciría a menos de 
0,1cM y 2 o 3 genes de la mutación con una p > 0,05. Teniendo en cuenta el esfuerzo 
necesario para obtener las poblaciones anteriormente mencionadas y la reducción de la 
distancia genética entre la inserción y la mutación, lo más recomendable en nuestro caso 
sería obtener una población lo más cercana posible a 400 individuos, ya que una 
población de 4000 esta fuera de nuestro alcance. 
2.2.2  Co-segregación en endospermos m/m 
Para  generar una población de mayor tamaño, y debido a las dificultades para obtener 
buenas polinizaciones de las plantas de la línea C1063 y obtener el fenotipo de la 
mazorca, decidimos utilizar endospermos mutantes en el análisis de co-segregación, 
porque son la única clase fenotípica identificable en las mazorcas segregantes a 14DAP, 
De esta forma de una mazorca m/+  podemos obtener un número elevado de individuos 
de fenotipo conocido y de forma fácil y rápida.  
Los endospermos mutantes fueron diseccionados de los granos mutantes de 14DAP de  
mazorcas heterocigotas. Esto implica que en el proceso de disección, el endospermo 
arrastra consigo tejido materno heterocigoto, generalmente nucela. Debido a la 
contaminación con tejido materno, la PCR a tiempo final no es útil, para el genotipado, 
porque observaríamos el genotipo materno.  
Para evitar este problema, el genotipado se realizó mediante qPCR. Con este sistema 
pudimos diferenciar los individuos homocigotos contaminados con tejidos materno de 
los endospermos heterocigotos, porque los niveles del alelo silvestre eran dos ordenes 
de magnitud menores que los detectados en endospermos heterocigotos  y un DNA 
heterocigoto control (Figura 3.11). 
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En esta aproximación se analizaron un total de 92 endospermos mutantes procedentes 
de 6 mazorcas heterocigotas. Cuatro de los endospermos mutantes procedentes de 3 
mazorcas heterocigotas diferentes resultaron ser heterocigotos y por lo tanto 
recombinantes entre la inserción y el fenotipo mutante, lo que descartaría la inserción 
como causal y sería contrario a los datos obtenidos en el análisis de ligamiento realizó 
con plantas silvestres y heterocigotas fenotipadas por su mazorca. Debemos tener en 
cuenta, sin embargo, que al utilizar esta aproximación podemos estar incluyendo  en la 
muestra endospermos que no se han desarrollado apropiadamente por causas distintas a 
la mutación que estamos estudiando, incluidas causas fisiológicas, reversión somática y 
mutaciones independientes producidas durante el desarrollo de la planta en estudio. 
2.3 Análisis por Southern blot para determinar el tamaño de la 
inserción y el número de copias del gen. 
Una vez identificada la inserción en el gen ZmETO1, realizamos un análisis de 
Southern blot, utilizando como sonda la secuencia codificante de ZmETO1 
(ZmETO1_2673),  para determinar el tamaño de la inserción y ver si podíamos 
determinar que transposón de los que componen la familia de Mu se había insertado. 
Además podríamos determinar si, como en el caso de Arabidopsis, hay más de una 
copia del gen en el genoma de maíz (Figura 3. 12A). 
Figura 3.11. Ejemplo de genotipado mediante qPCR del alelo silvestre ZmETO1 en 20 
endospermos mutantes y una planta heterocigota C1063_18* (valor 1). El endospermo F9 
muestra una cantidad de DNA con el alelo ZmETO1 silvestre similar al individuo 
heterocigoto (endospermo heterocigoto). Los otros 19 endospermos tienen 
aproximadamente 100 veces menos DNA del alelo silvestre, un valor que se puede 
considerar causado por contaminación con células de origen materno, por tanto son 
genotipados como homocigotos para la inserción. Para la cuantificación se utilizó el kit 
Power Sybr Green Master Mix y los cebadores SSH_E8_S y qSSH_E8_AS. 
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Figura 3.12. A) Southern blot con DNA de individuos WT y m/+, B) Southern blot 
con DNA de individuos m/m, m/+ y WT. C) Esquema de la posible estructura 
genómica del alelo WT y mutante. En el Southern blot de la Figura A se utilizaron 
15μg de DNA por carril y en la Figura B 7.5 μg en las muestras m/+ y WT y una 
cantidad menor en los pool de endospermos m/m, que no se pudo medir al ser DNA 
extraído con el método de CTAB. El elemento Mu no se ha representado a escala real. 
En el carril de la muestra silvestre del Southern de la Figura 3.12A se observan 4 
bandas de las cuales, la denominada banda 1 tiene un tamaño compatible con el 
fragmento 5´ que se generaría según la simulación “in silico” de la digestión del locus 
ZmETO1 (secuencia de la variedad de maíz B73 obtenida de la base de datos 
www.maizesequence.org), mientras que una de las otras tres debía corresponderse con 
el fragmento 3´; aunque no podíamos determinar cual de ellas era, lo más probable es 
que el fragmento 3´ se correspondiese con la banda que muestra una hibridación mas 
intensa. Además, la presencia de las otras dos bandas indicaba la existencia de otro u 
otros loci parálogos al ZmETO1, pero por el momento no podíamos determinar cuantos.  
En el carril que contiene el DNA heterocigoto (Figura 3.12A), aparecen dos nuevas 
bandas. La que denominamos banda 2 tiene aproximadamente 1.5 kb mas que la banda 
1, y era compatible con la inserción de un elemento, probablemente relacionado con la 
familia de elementos Mu1, en el fragmento 5´ del locus ZmETO1 generado por la 
digestión con BamHI. La banda 3 parece ligada a la mutación, pero no teníamos 
suficientes datos para determinar su origen. 
 Para obtener más información realizamos un Southern con 9 pools  de DNA de 10 
endospermos mutantes cada uno (Figura 3.12B). En este Southern observamos como en 
los mutantes, las bandas 1 y 4 desaparecen y solo observamos las bandas 2 y 3. Con este 
resultado, llegamos a la conclusión de que la banda 2 correspondía efectivamente a la 
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Figura 3.13. Árbol filogenético obtenido a partir del alineamiento de las secuencias 
codificantes de los loci similares a ZmETO1 encontrados en el genoma de maíz. Para 
construir el árbol filogenético se utilizo el método de Máxima Parsimonia. 
banda 1 (fragmentos 5´) con la inserción del transposon. La banda 3, por su parte, 
pensamos que se debía originar por un polimorfismo que producía una nueva diana de 
restricción BamHI, y que estaba presente en el genotipo utilizado para realizar la 
mutagénesis, de esta forma la nueva diana BamHI reducía el tamaño de la banda 4 
(fragmento 3´) y originaba la banda 3. Desafortunadamente, aun no tenemos datos de 
secuencia que avalen esta hipótesis. En la Figura 3.12C se puede ver un esquema del 
mapa de restricción del locus ZmETO1 del genotipo silvestre y mutante, según nuestras 
interpretaciones de los experimentos de Southern blot. 
Aún debíamos explicar la existencia de las otras dos bandas menos intensas 
observadas en el experimento mostrado en la Figura 3.12.A, que debían corresponder a 
otro u otros locus paralogos al ZmETO1. Para determinar el número de locus que 
componían la familia de ETO en maíz, hicimos una búsqueda mediante Blast-n en la 
base de datos www.maizesequence.org, e identificamos 4 locus  que guardaban una 
gran similitud con ZmETO1. Estos son LOC100273523 (ZmEOL_Chr9); Zm.22197 
(ZmEOL_Chr1); cl4529_1 (ZmEOL_Chr7); C4J124_MAIZE (ZmEOL1). (Figura 3.13). 
De los 4 locus nuevos, el denominado ZmEOL1 guarda una similitud muy elevada en su 
región transcrita con ZmETO1 y según la secuencia genómica obtenida de la base de 
datos www.maisequence.org presenta una única diana BamHI en la región cubierta por 
la sonda, lo cual  daría como resultado dos fragmentos de tamaño desconocido y que 
podrían ser los responsables de las dos bandas de alto peso molecular observadas en el 
Southern blot. 
2.4 Análisis de expresión de ZmETO1 y ZmEOL1 en maíz silvestre. 
Puesto que ZmETO1 y ZmEOL1 guardan una elevada similitud (94.8% en la secuencia 
codificante), se decidió analizar el patrón de expresión para ambos y comprobar si 
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Figura 3.14. Cuantificación de la expresión de ZmETO1 y ZmEOL1 en diferentes 
tejidos.  Para la cuantificación se ha utilizado el kit QuantiTect Probe RT-PCR con sondas 
LNA_Taqman en RNAs libres de DNA. Los cebadores utilizados son 
ETO1_5UTR_AS_149 y ETO1_5UTR_S_149  junto con la sonda 149 y 
EOL1_3UTR_AS_31 junto a EOL1_3UTR_S_31 y la sonda 31 del Universal ProbeLibrary 
Set, Arabidopsis (Roche-diagnostics). La expresión  de ZmETO1 en la Aleurona* y la de 
ZmEOL1 en la Raíz** se fijaron como valor 1 en los ensayos respectivos. 
también se expresan de forma similar. En primer lugar hicimos un análisis “in silico” 
utilizando información de “Unigene” en la base de datos de NCBI. Esta base de datos 
determina el patrón de expresión de un gen en función de la presencia de ESTs en cada 
uno de los tejidos, los datos obtenidos indicaban que ZmETO1 se expresaba únicamente 
en meristemos mientras que ZmEOL1 se expresaba en ovarios, meristemos y 
endospermo.  
2.4.1 Expresión de ZmETO1 y ZmEOL1en tejidos de maíz silvestre. 
Los datos obtenidos de Unigene se basan en la presencia de pocos ESTs, por lo que se 
hizo un análisis de expresión de ambos transcritos mediante qRT_PCR utilizando el 
sistema de sondas LNA_Taqman, ante la imposibilidad de diseñar un test de PCR sin 
sonda que discriminase entre ambos genes. Hemos utilizado un ensayo de cuantificación 
relativa, de forma que no podemos comparar el nivel de expresión entre ambos genes y 
únicamente podemos comparar niveles de expresión de cada gen en los diferentes 
tejidos.A diferencia de lo observado en la base de datos del NCBI, ambos genes se 
expresan de forma ubicua. ZmEOL1 se expresa de una forma constante en todos los 
tejidos analizados, siendo el coleoptilo el tejido donde se expresa con mayor intensidad. 
Por el contrario ZmETO1 tiene una expresión menos homogénea, expresándose 
principalmente en el coleoptilo, pero con un nivel elevado también en raíz,  hojas y 
embrión (Figura 3.14). 
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Figura 3.15. Cuantificación de la expresión de ZmEOL1 y ZmETO1 a lo largo 
del desarrollo del grano de maíz. Se utilizaron RNAs libres de DNAg y como 
valor 1 para la cuantificación se utilizaron la muestra 3DAP* en el caso de 
ZmETO1 y 11B** en el caso de ZmEOL1. Para la cuantificación se utilizo el 
mismo ensayo de sondas LNA que en el apartado 2.4.1 
2.4.2 Expresión de ZmETO1 y ZmEOL1 en desarrollo del grano silvestre. 
Un análisis de la expresión de ambos transcritos a lo largo del desarrollo del grano de 
maíz, diferenciando entre TOP (parte superior, T en Fig. 3.15) y BOTTOM (parte 
inferior, B en Fig. 3.15) cuando es posible diseccionar esta dos partes, podría indicarnos 
si hay algún punto del desarrollo en el que se expresen de forma específica, y a su vez, 
obtener datos acerca de los tejidos en los que se expresan en cada momento. 
Los ensayos de RT-PCR cuantitativa indicaron que ambos transcritos tienen una 
expresión homogénea a lo largo del desarrollo (las diferencias no son significativas, 
según el test estadístico de Tukey). No obstante, se puede observar un ligero pico de 
expresión en ZmEOL1 a 8DAP y 17 DAP, con una disminución a 11 DAP. En el caso 
de ZmETO1 la expresión se mantiene constante, aunque a 11 y 17DAP, con algo más 







Figura 3.16. Cuantificación de la expresión de ZmETO1 en muestras de granos y 
endospermos mutantes y heterocigotos de 14DAP. Como control del nivel de 
expresión de ZmETO1 en granos de 14DAP se utilizo una muestra de RNA de granos 
de una mazorca silvestre de la línea C1063 (Granos WT*=valor 1). Las muestras de 
RNA son libres de DNAg y se utilizo el sistema de cuantificación con sondas LNA. 
2.5 Análisis de expresión de ZmETO1 en endospermos y granos m/m y 
wt. 
2.5.1 Cuantificación de ZmETO1 mediante qRT_PCR en endospermos y granos 
m/m y wt. 
Con el objetivo de ver el efecto de la inserción sobre la expresión de ZmETO1 en el 
grano, y sabiendo que el gen se expresaba de forma ubicua, analizamos los niveles de 
transcrito en un pool de granos mutantes, granos silvestre hermanos de éstos (granos 
silvestres procedentes de una mazorca heterocigota, de los cuales  2/3 de la muestra 
procederá de granos con endospermos  m/+ y 1/3 de granos con endospermos WT) y 
granos WT (procedentes de mazorcas WT), de 14DAP (el primer momento del 
desarrollo en el que se pueden identificar, sin ambigüedad, granos mutantes). 
 En este tipo de muestras se observa que la inserción ocasiona un aumento 
significativo, cercano al doble, de la expresión del transcrito ZmETO1 de la muestra 
mutante y heterocigota con respecto a la muestra WT (Figura 3.16). 
En la muestra de granos mutantes hay tejido materno, en el que uno de los alelos es el 
silvestre. Esto nos indujo a pensar que si en dicho tejido se expresase el alelo silvestre 
podría alterar los datos sobre el efecto de la inserción en la expresión de ZmETO1. Para 
evitar el efecto del tejido materno, diseccionamos endospermos mutantes y silvestres 
(procedentes de mazorcas heterocigotas) y analizamos la expresión de ZmETO1 en estas 
muestras.  
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En estas muestras (Figura 3.16) se observa una reducción significativa de la expresión 
de ZmETO1 en los endospermos mutantes, respecto al pool de endospermos silvestres 
procedentes de una mazorca heterocigota. Esto nos indica que la inserción tiene un 
efecto en la expresión de ZmETO1 en el endospermo mutante, que es ocultado por la 
presencia del alelo silvestre presente en el tejido materno. Los elevados niveles de 
ZmETO1 de granos mutantes podrían ser debido a una expresión alterada del alelo 
silvestre  en dos tejidos tan diferentes como el pericarpio de granos  mutantes y 
silvestres de 14DAP o, más probablemente, a la menor dilución del RNA procedente de 
los tejidos maternos en los granos mutantes (en los que el endospermo apenas se 
desarrolla). 
2.5.2 RT_PCR  de endospermos y granos m/m y wt para determinar si hay transcrito 
sin inserción en el m/m. 
Para examinar la naturaleza del transcrito existente en los endospermos mutantes 
hicimos una RT_PCR con cebadores específicos de ZmETO1 que amplificaban 2872 pb 
de  la secuencia transcrita, incluyendo el lugar de inserción del transposon. De esta 
forma el transcrito silvestre se podrá amplificar y el transcrito con inserción no se 
amplificaría o produciría un transcrito de mayor tamaño al del silvestre. 
En la RT_PCR de la Figura 3.17 se observa una banda común a todas las muestras 
(indicada con una flecha roja), que tras ser secuenciada se comprobó que no tenía 
ninguna relación con el transcrito de ZmETO1. La banda marcada con una flecha verde, 
es la que corresponde al transcrito de ZmETO1 (también fue secuenciada) y se puede 
ver como la única muestra en la que no se amplifica el transcrito silvestre (sin inserción) 
es el endospermo mutante (Figura 3.17). Podemos concluir por tanto que el transcrito 
existente en los endospermos mutantes (Figura 3.16) no es silvestre y debe proceder de 
un transcrito truncado, que carezca de la secuencia 5´ UTR aguas arriba de la inserción 
o un transcrito que incluye el transposon y que no se ha podido amplificar. Por otro 
lado, la presencia de la banda silvestre en granos mutantes ratifica la expresión de 
ZmETO1 silvestre en el tejido materno de granos mutantes.  
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Figura 3.17. RT_PCR de ZmETO1. En 
el gel se muestra la RT_PCR que 
amplifica el transcrito silvestre de 
ZmETO1 en muestras de grano silvestre 
(5), granos heterocigotos (4), granos 
mutantes (3), endospermos heterocigotos 
(2) y endospermos mutantes (1). La 
flecha verde indica el transcrito de 
ZmETO1 y la roja corresponde a un 
amplicón que tras ser secuenciado se 
comprobó que no tenía ninguna relación 
con ZmETO1. Los cebadores utilizados 
son SSH_E8_S y qPCR_ZmETO1_AS. 
2.5.3  Análisis por Northern blot de la integridad del transcrito en m/m y wt. 
Para determinar la integridad de los transcritos existentes en los granos mutantes se 
realizo un Northern blot con una sonda de la región 3´ UTR del transcrito ZmETO1 
(ZmETO1_357), única región del gen en la que se ha podido diseñar una sonda 
teóricamente capaz de discriminar ZmETO1 de ZmEOL1. La sonda utilizada tiene una 
longitud de 357 pb y una identidad del 70.1% con la secuencia del locus ZmEOL1 
(Figura 3.18A). Para comprobar la especificidad de la sonda realizamos dos 
experimentos de Southern blot de forma paralela, uno con la sonda ZmETO1_2673 (que 
hibrida con los dos loci) y otro con la sonda ZmETO1_357.  
A pesar de que la sonda ZmETO1_357 produce bastante fondo en Southern blot 
genómico, se puede ver como reconoce únicamente las bandas correspondientes al 
extremo 3’ del locus ZmETO1 (Figura 3.18B).  
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Figura 3.18 A) Alineamiento de la 
secuencia utilizada para hacer la sonda 
de ZmETO1 con ZmEOL1. B) 
Southern blot en el que se compara la 
sonda ZmETO1_357 (Gel 1) y 
ZmETO_2673 (Gel 2). Las encimas 
utilizadas para la digestión en cada 
uno de los geles son EcoRI (a), 
EcoRV (b), BamHI (c) y HindIII (d). 
Con las flechas azules se muestran las 
bandas que según las predicciones “in 
silico” deberían corresponder a la 
secuencia genómica de ZmEOL1 y con 
las verdes las que son compatibles con 
las predicciones para ZmETO1. 
Una vez comprobada la especificidad de la sonda, para el Northern blot utilizamos 
15μg de RNAtotal y 50 ng/ml de ribosonda de ZmETO1_357. En la Figura 3.19, se 
puede ver como en las muestras de granos WT, granos silvestres procedentes de 
mazorcas heterocigotas y pericarpios mutantes hay una banda compatible con el 
transcrito silvestre de ZmETO1 (aproximadamente 3500b). Sin embargo, la banda con el 
tamaño silvestre también se observa en los endospermos mutantes, lo que no es 
compatible con los datos obtenidos en la RT_PCR (apartado 2.5.2) donde no hay 
amplificación el transcrito silvestre. Por lo tanto, la banda observada en los granos 
mutantes debe corresponderse con un transcrito truncado (350pb menos 
aproximadamente) fruto de la transcripción desde el transposon o bien se trata de una 
hibridación cruzada con el transcrito ZmEOL1. 
En la muestra de granos mutantes y endospermos mutantes se observa una banda 
adicional compatible con un transcrito de ZmETO1 que presenta el transposon. Esta 
banda también debería aparecer en las muestras de pericarpio y granos heterocigotos, ya 
que en ambos casos contienen un alelo con inserción, pero dada la baja intensidad con la 
que se observa en los endospermos mutantes, puede ser que no sea detectada al estar por 

















Figura 3.19 A) Northern blot 
hibridado con la sonda ZmETO1_357, 
donde se puede ver como hay una 
banda común (flecha verde) que es 
compatible con el transcrito silvestre y 
una banda que aparece solo en las 
muestras 3 y 4 (flecha roja) 
compatible con la presencia de un 
transcrito que contiene el transposon 
Mu. B) Imagen del RNA teñido con 
Bromuro de etidio. 
El carril (1) corresponde a RNA de 
granos de mazorcas WT, (2) granos 
WT de mazorcas heterocigotas, (3) 
granos mutantes, (4) endospermos 
mutantes y (5) pericarpios mutantes. 
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3. ESTUDIO DE LÍNEAS TRANSGÉNICAS DE SOBRE-
EXPRESIÓN Y SILENCIAMIENTO GÉNICO: 
Para poder estar seguros que el gen que estamos estudiando, ZmETO1, es el causal del 
fenotipo observado en la línea C1063, iniciamos la búsqueda de un segundo alelo en las 
25000 líneas de la colección de Biogemma, y en la colección UniformMu de la 
Universidad de Florida (http://uniformmu.uf-genome.org). Esta colección dispone de 
aproximadamente 2000 líneas independientes con fenotipo deficiente de grano y una 
base de datos en la cual se puede hacer una análisis “in silico” mediante un algoritmo de 
búsqueda “Blast-n” contra secuencias flanqueantes de inserciones (FST) presentes en su 
colección.  
Hasta el momento la búsqueda de alelos de inserción en estas dos colecciones ha sido 
infructuosa. De forma paralela a esta búsqueda, en colaboración con la empresa 
Biogemma S.A.S, abordamos una aproximación de sobre-expresión  y silenciamiento 
génico de ZmETO1 en un intento de obtener un fenotipo que nos aportase algún indicio 
sobre la función del gen en la planta y, en el mejor de los casos, reprodujese el fenotipo 
original de la línea C1063. 
3.1 Sobre-expresión ubicua de ZmETO1. 
En colaboración con la empresa Biogemma S.A.S se ha introducido la secuencia 
codificante de ZmETO1, modificada para una mejor expresión, bajo el control del 
promotor ubicuo OsRubi3 (poliubiquitina 3 de arroz) en plantas de maíz (ver Material y 
Métodos apartado 21.1) 
 Se obtuvieron veinte líneas independientes denominadas T01800_1 a 20. De cada una 
de estas líneas se sembraron 6 semillas F1 y las semillas germinadas fueron 
seleccionadas inicialmente por la presencia de GFP en las hojas, puesto que el gen 
delator GFP  controlado por el promotor CsVMV (Cassava vein mosaic virus), ha sido 
introducido en el proceso de transformación asociado a la construcción de interés o 
transgén, en este caso OsRubi3:ZmETO1_mod.  
Las plantas GFP positivas fueron genotipadas para la construcción 
OsRubi3:ZmETO1_mod, mediante PCR (Figura 3.20_Línea 1800). De esta forma nos 
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aseguramos que no hay problemas de recombinación o transposición de alguna de las 
construcciones, puesto que la construcción CsVMV:GFP esta flanqueada por las 
secuencias de transposición de la familia de transposones Ac/Ds. 
Dos plantas de cada línea genotipadas como positivas se crecieron y autofecundaron. 
De las 12 mazorcas obtenidas se recogieron granos a 10 y 15 DAP y de cada uno de los 
granos recogidos la mitad se congeló para extraer RNA y la otra mitad se fijó para 
estudios histológicos posteriores. 
Un fragmento de la tercera hoja de todas las plántulas GFP + (aproximadamente 
1cm2) fue recogido para hacer “pools” independientes de cada línea. De estos “pools” se 
extrajo RNA con el kit “Fast-prepRNA” y se comprobó el nivel de expresión del 
transgén (Figura 3.21).  
De entre las 20 líneas se seleccionaron las 4 con mayor expresión, T01800_1, 9, 10 y 
18 para un análisis posterior. Como muestra control se eligió la línea T01800_7 (no 
aparece en el gráfico) que no tenía plantas GFP + y en cuyo RNA no se detecto la 
expresión del transgén. Los RNAs de las 4 líneas elegidas y el control, T01800_7 se 
trataron con DNAsa para poder analizar la expresión del gen endógeno ZmETO1. 
 
Figura 3.20. Ejemplo grafico de genotipado de plantas GFP+ en los tres experimentos 
de transgénesis realizados.  Se puede ver como en todos los experimentos hay alguna 
planta GFP+ que no es portadora de la construcción de interés (*). La marca roja indica un 
tamaño de 1500 pb y la amarilla 500pb. En el caso de las líneas 1806 y 1815 el genotipado 
se hizo utilizando la polimerasa de Biotools con los oligos pHMWG:ETO1_S, 
pHMWG:ETO1_promS (fragmento de 500pb) y OsRubi3:Exon1_S y 
OsRubi3:ETO1_RNAi_AS (fragmento de 1500pb) respectivamente. En el caso de la línea 
1800 se utilizó el Quiagen  Multiplex PCR kit y los oligos de OsRubi3:Exon1_S, 
OsRubi3:ETO1_AS (fragmento de 1300pb), junto a oligos de un gen endógeno como control 
+ de amplificación (500pb). 
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Figura 3.22. Cuantificación del nivel de expresión de ZmETO1 endógeno en las 
líneas transgénicas seleccionadas y T01800_7_control * (silvestre). El transcrito 
ZmETO1 endógeno se cuantificó utilizando la tecnología Taqman de sondas LNA. 
Todas las muestras están referidas a la muestra silvestre  T01800_7_control* (valor 1). 
Figura 3.21. Representación grafica de los niveles de expresión de ZmETO1_mod en 
un pool de hojas jóvenes de plantas GFP +. Todas las muestras están referidas a la 
muestra T01800_5 *(valor 1), que es la que menor nivel de expresión presenta. El sistema 
de qRT_PCR utilizado para la cuantificación fue el  QuantiTect Probe RT-PCR kit con el 
sistema de marcaje intercalante “Syto9” a una concentración de 1μM. Los oligos 
empleados para la cuantificación fueron OsRubi3:Exon1_S y OsRubi3:ETO1_AS y 
amplifican un fragmento de 130 pb.
El objetivo de este ensayo era comprobar que la sobre-expresión del transgén, no 
provocaba ningún efecto compensatorio a través de la modificación de los niveles 
endógenos de ZmETO1, ya que en ocasiones la sobre-expresión de un gen puede ser 
contrarrestada por la reducción en la expresión del gen endógeno.  
Como se puede ver en la Figura 3.22 los  niveles del transcrito ZmETO1 son muy 
similares en tres de las líneas seleccionadas  y el control, menos de un 5% de diferencia, 
a excepción de la línea T01800_1 que tiene un 20% más de expresión con respecto al 
silvestre, aunque no supone una diferencia significativa.  
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En consecuencia, los niveles elevados de ZmETO1_mod, deberían ocasionar una 
deficiencia de ACC sintasa y niveles bajos de etileno, que  debería traducirse en un 
efecto fisiológico,  y en el mejor de los casos en un fenotipo visible. 
Como el promotor de sobre-expresión es ubicuo, se hizo un seguimiento del 
crecimiento vegetativo de las 20 líneas, pero no se observó ninguna alteración. Las 
mazorcas obtenidas por la autofecundación tampoco mostraron ningún fenotipo en el 
desarrollo de los granos.  
Ante la falta de un efecto fenotípico visible, analizamos los posibles efectos 
fisiológicos, es decir, alteraciones de la expresión de genes que responden a etileno. 
Para ello elegimos dos genes que se ha visto en Arabidopsis que son inducidos por 
etileno: uno de ellos es el receptor de etileno ETR2 (39,40) y el segundo es el 
denominado ERF1 (41) el primer gen inducido por EIN3 en la cascada de señalización 
del etileno, un gen de respuesta primaria a etileno. 
Utilizando el algoritmo de búsqueda “Blast-n” en el genoma de maíz se encontraron 
diversos genes con una similitud elevada a los de Arabidopsis. Mediante un análisis 
filogenético con el programa MEGA versión 4, y utilizando el método de Neiborghbor 
Joining con los parámetros por defecto, se determinaron los ortólogos mas probables 
(por similitud de secuencia), ZmETR2  y ZmERF (LOC100191919). 
Al analizar los RNAs, mediante qRT_PCR (Figura 3.23), de las 4 líneas transgénicas 
y el control, se observó que en tres de las cuatro muestras, T01800_9; 10 y 18, ambos 
genes sufrían una reducción de la expresión, como era de esperar.  
Sin embargo en la línea T01800_1 los niveles de ZmERF sufren un ligero aumento no 
significativo estadísticamente, ligeramente mientras que la expresión de ZmETR2 sufren 
una reducción del orden de un 60% (significativo). 
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3.2 Silenciamiento génico ubicuo de ZmETO1. 
Para este experimento se ha introducido una construcción RNAi diseñada contra 
ZmETO1 en plantas de maíz. La construcción RNAi, contiene dos fragmentos repetidos 
e invertidos, 210pb iniciales de la secuencia codificante de ZmETO1, flanqueando un 
intrón de la tubulina de arroz. Todo ello bajo el control del promotor de la poliubiquitina 
3 de arroz (OsRubi3), que proporciona una expresión ubicua (ver Material y Métodos, 
apartado 21.2). 
 De este experimento se obtuvieron veinte líneas independientes denominadas 
T01815_1 a 20. De cada una de estas líneas se sembraron 6 semillas F1 y las semillas 
germinadas fueron seleccionadas por la presencia de GFP en las hojas. Las plantas 
transgénicas, GFP positivas, fueron genotipadas por PCR para la construcción (Figura 
3.20_Línea 1815). 
Dos de las plantas positivas para la PCR, de cada línea, se crecieron y autofecundaron. 
En los 9 casos en los que se obtuvieron mazorcas, se recogieron granos a 10 y 15 DAP. 
De cada uno de los granos la mitad se congeló para extraer RNA y la otra mitad se fijó 
para estudios histológicos posteriores.  
Figura 3.23. Efecto de la sobre-expresión de ZmETO1_mod en los niveles de 
expresión de los genes de respuesta a etileno ZmERF y ZmETR2 en hoja joven. 
Ambos transcritos fueron cuantificados en RNA libre de DNAg con el sistema de 
detección para qRT-PCR “Syto9”. Todas las muestras son referidas al control 
T01800_7_control* (valor 1) como nivel normal de expresión. Los oligos utilizados 
fueron qPCR_ZmERF_S ; qPCR_ZmERF_AS y qPCR_ZmETR2_S; qPCR_ZmETR2_AS. 
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Al mismo tiempo de todas las plantas positivas para GFP se recogió un trozo de la 
tercera hoja de la plántula (aproximadamente 1cm2) para hacer “pools” independientes 
de cada una de las líneas. De estos “pools” se extrajo RNA con el kit “Fast-prepRNA” y 
se comprobó el nivel de expresión del transcrito endógeno ZmETO1. Supusimos que 
aquellas líneas en las que los niveles de ZmETO1 fuesen menores que los del control, se 
debería a un adecuado funcionamiento de la construcción RNAi. Por ello seleccionamos 
las 4 líneas con un nivel de expresión menor T01815_11, 12, 15, 16 (Figura 3.24). 
Como muestra control, para determinar los niveles normales de transcrito ZmETO1, se 
eligió la línea T01815_3, en la que no se encontró ninguna planta positiva para GFP. 
En una nueva cuantificación de ZmETO1 (Figura 3.25), en este caso únicamente sobre 
las 4 líneas seleccionadas y la línea control, con RNAs libres de DNAg, se observó que 
la reducción de los niveles de ZmETO1 era menor de la observada inicialmente. En tres 
de los casos el descenso no superó el 20% y tan solo en la línea T01815_15 había una 
reducción importante, de aproximadamente el  50% en comparación con los niveles 
normales de la línea T01815_3 (siendo esta la única muestra que tiene una reducción 
significativa con una p>0.05 respecto a la muestra control), cuando en las mediciones 
iniciales, RNAs sin tratar con DNAsa, el descenso medio era de un 60%. 
Figura 3.24. Identificación de las líneas transgénicas con el silenciamiento de ZmETO1 
más eficiente. Cuantificado utilizando la tecnología Taqman de sondas LNA. Todas las 
muestras están referidas a la muestra silvestre T01815_3_control* (valor 1). 
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La reducción de los niveles de ZmETO1 debería ocasionar un aumento en los niveles 
de proteína ACC sintasa y niveles elevados de etileno, con el consiguiente efecto 
fisiológico o fenotipo visible. Sin embargo, durante el crecimiento de las plantas no se 
observó ninguna anormalidad y tampoco se observaron alteraciones en el desarrollo de 
los granos. 
Ante la ausencia de fenotipos visibles, al igual que en los experimentos de sobre-
expresión, decidimos analizar los niveles de los genes de respuesta a etileno ZmETR2 y 
ZmERF. Como se puede observar en la Figura 3.26, ambos genes sufren una reducción 
de la expresión, que en el caso del ZmETR2 ronda el 40% (no significativo con respecto 
al control) y en el ZmERF se encuentra entre el 50 y el 70%, en tres de las cuatro líneas. 
No obstante, hay una línea que a diferencia de las otras tres no tiene un comportamiento 
homogeneo y sufre un aumento en la expresión de ZmERF, aproximadamente un 40%, 
y un descenso en el caso de los niveles de ZmETR2. En el caso de ZmERF las 
diferencias son significativas con un p > 0.01 tanto en las muestras que presentan una 
reducción en su expresión, como en la muestra T01815_12 que sufre un aumento de la 
expresión. 
Figura 3.25. Efecto del 
silenciamiento producido por 
la construcción RNAi sobre 
ZmETO1 en las líneas 
seleccionadas en RNA libre de 
DNAg. Cuantificado utilizando 
la tecnología de sondas 
Taqman-LNA. Las muestras 
están referidas a la muestra 
silvestre T01815_3_control*. 
Figura 3.26. Efecto del 
silenciamiento de ZmETO1 
sobre los genes de 
respuesta ZmERF y 
ZmETR2. La cuantificación 
se hizo sobre los RNAs 
libres de DNAg , con el 
sistema de qRT_PCR 
“Syto9” y todas las muestras 





3.3 Sobre-expresión de ZmETO1 en el endospermo de maíz. 
Los experimentos de sobre-expresión utilizando promotores constitutivos y fuertes, 
como es el OsRubi3, además de producir una expresión elevada del gen de interés, 
generan una expresión artificial en nuevos tejidos y momentos del desarrollo que puede 
producir una función no existente en el organismo silvestre, dando lugar a fenotipos no 
relacionados con la función original del gen. Por otra parte, nosotros estamos 
interesados en investigar los efectos de la alteración de la expresión del gen en grano en 
desarrollo. 
Decidimos por tanto introducir el gen ZmETO1 modificado, bajo el control de un 
potente promotor específico del endospermo de maíz. El promotor utilizado fue el 
promotor de gluteninas de alto peso molecular de trigo (HMWG) que se expresa 
específicamente en el endospermo amiláceo (ver Material y Métodos, apartado 21.3). 
Elegimos este tejido porque se ha visto que su desarrollo esta relacionado con los 
niveles de etileno, ya que granos con alteraciones de la composición del endospermo 
amiláceo presentan niveles alterados de etileno y las consiguientes alteraciones en el 
proceso de muerte celular programada que tiene lugar durante la maduración del mismo 
(42). 
En este experimento obtuvimos 19 líneas independientes, denominadas T01806_1 a 
19. De cada una de ellas se sembraron 6 semillas F1 y se fenotiparon para GFP en las 
hojas de las  plántulas. Las plantas GFP positivas se genotiparon para la construcción 
“HMWG:ZmETO1_mod” (Figura 3.20_Línea 1806). Dos plantas positivas, de cada una 
de las líneas, se transplantaron, crecieron y autofecundaron para obtener mazorcas, en 
las que analizar el efecto del transgén. 
 En este experimento recogimos un pool de granos de 8 líneas, en las que obtuvimos 
una buena autofecundación, a 15 DAP, momento en que empieza a funcionar el 
promotor HMWG, y a 20 DAP por si hubiese algún efecto molecular o fenotípico que 
debiéramos estudiar en un estadio de desarrollo mas tardío. 
De los 8 pools  de 15 DAP se extrajo RNA y se midió el nivel de expresión del 
transcrito ZmETO1_mod. En la Figura 3.27 se observa como las plantas T01806_2.1 y 
T01806_12.2 eran las que tenían un nivel mayor de expresión. 
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Figura 3.28. Cuantificación de ZmETO1_mod en las series de granos de las 
plantas seleccionadas para determinar cuales eran los homocigotos transgénicos 
y los silvestres. Se utilizo el sistema de qRT_PCR “Syto9” en ambas mediciones y el 
grano con menor nivel de expresión como muestra de referencia (valor 1). 
De cada una estas plantas se recogieron una serie de 8 granos individuales, que fueron 
seccionados longitudinalmente, una mitad se almacenó a -80ºC para extraer RNA y la 
otra mitad de cada grano se fijó para posteriores estudios morfológicos. Tras extraer el 
RNA de las 8 muestras de  las líneas seleccionadas, T01806_2.1 y T01806_12.2 se 
midió el nivel de expresión del transcrito ZmETO1_mod para identificar granos 
homocigotos transgénicos  y  silvestres (Figura 3.28).  
Los silvestres deberían tener una ausencia total de transcrito, pero se detecta algo de 
expresión, que puede deberse a una amplificación inespecífica de los transcritos 
ZmETO1 o ZmEOL1 endógenos. 
Con los resultados obtenidos (Figura 3.28) se seleccionaron las dos muestras que mas 
transcrito tenían, en cada línea, como presuntos homocigotos transgénicos, 
Figura 3.27. Cuantificación de los niveles de ZmETO1_mod en pools de granos para 
determinar cuales son las líneas con mayor sobre-expresión en el endospermo 
amilaceo. La cuantificación se hizo con el sistema de qRT_PCR “Syto9” y todas las 
muestras se refirieron a la de menos expresión T01806_17.2* (valor 1). Las muestras 
T01806_4.3 y 13.1 no presentan expresión del transgén. Los oligos empleados para la 
cuantificación  son  qPCR_pHMWG_ SynETO1_S y qPCR_pHMWG_SynETO1_AS y 
amplifican una región de 95pb. 
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Figura 3.29. Cuantificación de la 
expresión de ZmETO_mod en RNAs 
libres de DNAg de los  granos 
transgénicos y silvestres de las líneas 
T01806_2 y T01806_12. 
T01806_2.1.1, 2.1.2, 12.2.2 y 12.2.5, y los que menos nivel de expresión tenían como 
silvestres T01806_2.1.4, 2.1.6, 12.2.6 y 12.2.4.  
A continuación, y teniendo en cuenta que el ensayo de qRT-PCR no diferenciaba 
entre DNAg y RNAm, se trataron con DNAsa  las 8 muestras seleccionadas y se volvió 
a medir el nivel de expresión de  ZmETO1_mod (Figura 3.29). En este caso las 
diferencias en nivel de expresión de transgénicos y silvestres eran aun mayores que en 
el ensayo realizado con  RNAs sin tratar con DNAsa, encontramos diferencias entorno a 
200-400 veces mas que el control, T01806_12.2_4, que es el grano (en principio WT) 
que menos nivel de expresión presenta (valor1). 
 Las mitades fijadas de los granos transgénicos y silvestres seleccionados se 
embebieron en resina “LR White” para analizar su morfología y ver si tenían algún 
fenotipo que se correlacionase con la sobre-expresión de ZmETO1. 
Se hicieron cortes semifinos (1μM) y se tiñeron con azul de toluidina 1%. En las dos 
líneas se observaron algunas diferencias, principalmente en la aleurona de la región ad-
germinal por encima del embrión, que es la que madura antes. El fenotipo observado en 
los granos seleccionados como transgénicos presenta variaciones y es más drástico en 
los granos de la planta T01806_12.2 (Figura 3.30). 
En las Figuras 3.30 C y F se puede ver la estructura típica de una aleurona, sub-
aleurona y endospermo amilaceo de un grano silvestre de 14 DAP. En este estadio las 
células de la superficie (aleurona) tienen una forma cúbica y un citoplasma poco denso, 
e inmediatamente debajo aparecen un par de capas de células que tienen una morfología 
similar a la de la aleurona, que están organizadas en capas igual que las de aleurona 
porque proceden de divisiones periclinares de capa celular más externa. En estas 
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divisiones, una célula hija se desplaza hacia el interior y se re-diferencia adquiriendo la 
identidad de subaleurona, que a su vez presentan características diferentes a las células 
del endospermo amiláceo contiguas a ellas. Estas células de endospermo amiláceo no 
son diferentes de las más internas y están repletas de gránulos de almidón así como 
paredes celulares mas finas.  
En los granos transgénicos  principalmente el de la planta T01806_12.2 (Figura 3.30 
A, B, D, E), la capa de aleurona presenta una morfología mas parecida a la de una 
aleurona totalmente desarrollada, con un citoplasma muy denso, altamente vesiculado y 
repleto de cuerpos de inclusión. En este grano, también se observa claramente como ha 
desaparecido la secuencia normal de tipos celulares, con la desaparición de la sub-
aleurona y la presencia de un endospermo amiláceo escasamente organizado y con 
pocos granos de almidón. El fenotipo sugiere en primer lugar una alteración del 
programa de desarrollo que conduce a una maduración prematura de la aleurona; por 
otra parte se observa una desorganización de las capas celulares inmediatamente debajo 
de la aleurona, esto sugiere una alteración de los planos de división con menos 
divisiones periclinales que en un grano normal. Finalmente, el bajo número de granos 
de almidón en el endospermo amiláceo, sugiere un retraso en la maduración de este 
tejido, un efecto opuesto al observado en la aleurona. 
 
Figura 3.30. Secciones histologicas de aleurona ad-germinal de granos silvestres y
transgenicos de lineas T01806_12 y T01806_2.  Los granos T01806_12.2.2 (A, D) y
T01806_2.1.2 (B, E) son granos transgénicos y el T01806_12.2.6 (C, D) es un grano silvestre.
El recuadro azul muestra la región del grano representada en las figuras (A, B, C)  y el recuadro
rojo representa la región de la aleurona aumentada en las figuras (D, E, C). 
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4. Genes ETO en Arabidopsis thaliana: 
En Arabidopsis se han identificado tres genes parálogos que componen la familia 
ETO, AtETO1, AtEOL1, AtEOL2. Mediante un análisis filogenético del alineamiento de 
las secuencias de Arabidopsis y las de maíz, comprobamos que el ortólogo de ZmETO1 
más probable es AtEOL1 (con una identidad del 64,8%)  (Figura 3.31). A pesar de ello 
decidimos analizar los tres genes de Arabidopsis por si hubiese un efecto de 
redundancia funcional que nos impidiese observar algún fenotipo especialmente 
interesante. 
Nuestro objetivo era por una parte analizar el patrón de expresión de los tres genes, 
utilizando plantas transformadas con un gen delator (GUS+GFP) bajo el control del 
promotor de cada uno de los genes. Por otra parte, nos propusimos analizar mutantes de 
inserciones por T-DNA en los tres genes, así como los dobles y triples mutantes. En 
estos mutantes buscamos alteraciones en la semilla que puedan asemejarse al fenotipo 
observado en maíz. 
4.1 Estudio del patrón de expresión de AtETO1, AtEOL1,  AtEOL2, en 
semilla germinada 2 días, plántula 10 días, flores y silícuas. 
El estudio del patrón de expresión de un gen delator (GUS+GFP) bajo el control de la 
región promotora de interés, puede ser de utilidad para determinar la localización tisular 
y temporal del gen. De esta forma podemos obtener una idea de los procesos biológicos 
en los que el gen desempeña su función. 
Figura 3.31. Árbol filogenético del alineamiento de la familia de ETOs de maíz y de 
Arabidopsis. Se puede ver como el locus de Arabidopsis que más cercano esta al 
ZmETO1 es el denominado AtEOL1. Para hacer el árbol filogenético se ha utilizado el 
programa Mega V4 y el  método de análisis de Neighbor-Joining. 
                                                                    Resultados 
 131
En nuestro caso decidimos utilizar como región promotora 1000pb aguas arriba de la 
región transcrita de cada uno de los genes que componen la familia ETO de 
Arabidopsis.  En el caso de AtEOL1 y AtETO1 que presentan región 5´UTR no 
traducida anotada como tal en las bases de datos, no así en el caso de AtEOL2, también 
se incluyeron en las construcciones promotoras, ya que se ha visto que en algunas 
ocasiones esta región tiene un papel importante en la determinación del patrón de 
expresión (53).  
En la transformación se utilizaron los vectores binarios   
pKGWFS7,0_PromETO1_1500, pKGWFS7,0_PromEOL1_1500, 
pKGWFS7,0_PromEOL2_1011 (ver Material y Métodos, apartado 21.1)  y el método 
de transformación esta basado en la inmersión de botones florales en una solución de 
Agrobacterium. De esta forma se identificaron 9 líneas transgénicas independientes para 
cada una de las construcciones. El estudio del patrón de expresión se realizo utilizando 
el gen delator GUS, mediante tinción histoquímica. 
Para comprobar los tejidos donde se expresaban estos tres genes analizamos las 9 
líneas de cada uno de los experimentos de transgénesis en dos estadios de plántula 
diferentes, 2 y 10 días después de su estratificación a 4ºC en oscuridad y en placas de 
1xMS y 1% Suc. En los tres experimentos encontramos variación en cuanto al nivel de 
expresión que se observa en las diferentes líneas, pero el patrón de expresión es 
constante entre las diferentes líneas del mismo experimento. 
En el caso de las plántulas de 2 días, se puede ver como los tres genes se expresan en 
la raíz que se esta desarrollando aunque con algunas diferencias. Los tres promotores se 
expresan en el cilindro vascular de la raíz, pero las construcciones promEOL2_1011 y 
promETO1_1500 presentan actividad también en el resto del tejido de la raíz y en los 
pelos radiculares, donde no se detectó expresión en el caso del promEOL1. Otra 
diferencia que se puede observar es que las construcciones promEOL1_1500 y 
promETO1_1500 tienen una expresión elevada en la región apical de la raíz, la región 
del meristemo y posiblemente la región de elongación celular, además estas dos 
construcciones se expresan también en el cilindro vascular y el tejido que lo rodea en el 
hipocotilo y en los cotiledones (Figura 3.32). 
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En el caso de las plántulas de 10 días, los tres promotores presentan un patrón de 
expresión muy similar,  expresándose a lo largo de toda la raíz en lo que parece ser el 
cilindro vascular, al igual que en las cotiledones maduros, donde aparece asociado a los 
vasos. Los tres presentan una expresión más fuerte en la región de bifurcación del vaso 
central del hipocotilo para dar lugar a los dos vasos de cada uno de los cotiledones y 
también en la región donde se originan las nuevas hojas verdaderas (Figura 3.33 A, E, 
I). 
No obstante, cada uno de los promotores tiene algunos puntos de expresión 
específicos, ya que la construcción promETO1_1500 se muestra especialmente activa 
en la zona vascular de transición de hipocotilo a raíz y mantiene su elevado nivel de 
expresión en la parte apical de la raíz. También se expresa muy intensamente en los 
primordios de las raíces laterales (Figura 3.33 I, J, K). En  el caso del promotor de 
AtEOL1 a 2 días presenta un nivel de expresión elevado en la parte apical de la raíz  y a 
10 días  su expresión se ve reducida a al cilindro vascular central que se extiende a lo 
largo de toda la longitud de la raíz, y lo mismo ocurre en las raíces laterales donde se 
expresa muy fuertemente en los primordios, igual que el promotor de AtETO1, para 
posteriormente quedar relegado al cilindro central de dicha raíz secundaria (Figura 3.33 
B, C, D). En el caso del promotor de AtEOL2  la ausencia de expresión en la región 
apical de la raíz observada en las plántulas de 2 días, se mantiene a lo largo de todo el 
desarrollo de la raíz, incluso se manifiesta esta ausencia en los primordios de las raíces 
laterales y en estas mismas raíces a lo largo de su desarrollo, pero si aparece en el resto 
de raíz ya diferenciada (Figura 3.33 E, F, G, H). 
Figura 3.32. Plantas teñidas con GUS con 2 días de germinación de las 
construcciones (A) PromEOL1_1500, (B) PromEOL2_1011, (C) PromETO1_1500. 
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Figura 3.33. Se muestran plántulas de 10 días teñidas con GUS. A, B, C y D 
corresponden a plántula, región apical de la raíz, protuberancia de raíz secundaria y raíz 
secundaria en desarrollo de la construcción PromEOL1_1500. E, F, G y H 
corresponden a plántula, región apical de la raíz, protuberancia de raíz secundaria y raíz 
secundaria en desarrollo de la construcción PromEOL2_1011. I, J, K y L corresponden 
a plántula, región apical de la raíz, protuberancia de raíz secundaria y raíz secundaria en 
desarrollo de la construcción PromETO1_1500. 
Para obtener datos de  la expresión de esta familia génica de Arabidopsis  en los 
órganos reproductivos y las semillas, analizamos el patrón de expresión de las tres 
construcciones en silicuas jóvenes y viejas, así como en la inflorescencia apical, donde 
tenemos flores que están desarrollándose y flores que ya han sido polinizadas. Para esto 
seleccionamos las tres líneas de cada experimento que tenían una mayor intensidad en la 
expresión en plántula. Al igual que en el caso de plántulas de 10 días, el patrón de 
expresión que describimos a continuación fue consistente entre las tres líneas. 
En el caso de las silicuas, encontramos una región, la base de la silicua, en la cual se 
expresan los tres genes y en los tres casos, la intensidad es mayor en silicuas jóvenes 
que en silicuas adultas. Los promotores de AtETO1 y AtEOL1 dirigen además la 
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expresión del GUS también a la región apical de las silicuas jóvenes, aunque la 
expresión desaparece en las silicuas maduras (Figura 3.34 A, E, I). Los promotores de 
AtEOL1 ni AtEOL2 no parecen funcionar en semillas en desarrollo o ya formadas, 
mientras que el promotor de AtETO1 se observa en estructuras internas de la silicua. 
Como se puede ver en la Figura 3.35, son las semillas en sus primeras etapas de 
desarrollo las responsables de esta señal (Figura 3.34 J, L y Figura 3.35). 
En ocasiones la protección de la silicua hace que la solución de tinción para GUS, no 
penetre bien y no pueda teñir las semillas, para evitar esto se hizo un corte en la vaina 
de las silicuas. Al hacerlo nos encontramos que los tres promotores respondían a daño, 
ya que tanto las silicuas, como las regiones de los tallos por donde realizamos el corte 
expresaban GUS. En silicuas donde se ha hecho un corte longitudinal toda la valva 
cortada aparece teñida para GUS, mientras que en las que el corte es transversal, solo 
aparece GUS en la región circundante del corte, lo mismo que ocurre en los tallos de las 
silicuas (Figuras 3.34 B, F, J) . 
En las inflorescencias apicales, otra vez se observa un patrón redundante para los tres 
genes, los botones florales que están mas cercanos al meristemo tienen una expresión 
mas ubicua y según se van desarrollando su expresión queda reducida a una región 
apical que esta cubierta por los pétalos y puede ser el ápice del gineceo. En el caso de 
los promotores de AtEOL1 y AtETO1 se mantiene incluso una vez polinizado, pero que 
en AtEOL2 desaparece y no se observa en el gineceo maduro. El promotor de AtEOL2 
no presenta expresión en la flor madura, salvo en la base, una vez ha tenido lugar la 
polinización. En el caso de los promotores de AtEOL1 y AtETO1 hay una elevada 
expresión en las flores maduras ya que pasan a expresarse en los haces vasculares de los 
pétalos, en los filamentos de las anteras en el caso del promotor de AtEOL1 y en el 
polen en el caso de AtETO1 (Figura 3.34 C, G, K, D, H, L).  
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Al diseccionar silicuas jóvenes y observarlas al microscopio (Figura 3.35), se puede 
ver como el promotor de AtETO1 es funcional en la base de las semillas que han 
iniciado su desarrollo, región por donde se conectan con el folículo y zona donde se 
localiza la región micropilar (similar a las ESR de maíz) y chalazal (CT de maíz). 
Además se puede ver como en semillas que se encuentran en un estadio de desarrollo 
anterior, o en óvulos sin fecundar, la actividad GUS no esta localizada en la base y tiene 
una distribución mas uniforme. De la misma forma, en las semillas maduras la 
expresión de GUS desaparece, por lo tanto, es posible que el AtETO1 juegue un papel 
importante en el desarrollo de la semilla y sería necesario un análisis mas detallado para 
determinar en que regiones de la semilla se expresa AtETO1 y como evoluciona su 
expresión a lo largo del desarrollo de la misma. 
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4.2 Identificación de líneas knock-out para AtETO1, AtEOL1, 
AtEOL2. 
La búsqueda en la colección de mutantes por inserción del Instituto SALK nos 
permitió identificar varias líneas para cada uno de los genes. Se seleccionaron las líneas 
SALK_032146 (032) y SALK_132098 (132) para AtEOL1,  SALK_ 114207 (114) y 
SALK_106604 (106) para AtEOL2 y SALK_019825 (019) para AtETO1 (todas con 
inserciones de T-DNA en  los genes correspondientes). 
La línea 032 presenta una inserción en el segundo exón del gen AtEOL1 a 740 pb del 
codón de inicio y la línea 132 tiene la inserción a 2027pb de este codón, en el tercer 
exón. En el caso de las líneas 114 y 106 presentan la inserción 492  y 2509 pb aguas 
abajo del codón de inicio, en el primer y tercer exón respectivamente. Finalmente, la 
línea 019 tiene la inserción en el segundo exón a 537 pb aguas abajo del inicio de 
traducción. (Figura 3.36). En todos los casos, las inserciones muy probablemente dan 
lugar a interrupciones en la secuencia de la correspondiente proteína que alteran 
drásticamente su funcionalidad. 
Para identificar las plantas con la inserción en homocigosis se utilizó un ensayo de 
PCR con cebadores flanqueantes del punto de inserción del T_DNA  y un cebador del 
T_DNA (Figura 3.36). 
Inicialmente buscamos individuos homocigotos para la inserción en 8 plantas de cada 
una de las líneas, encontramos al menos un individuo homocigoto en todas las líneas 
salvo en el caso de la Salk_032. En esta línea analizamos todas las semillas enviadas por 
el Instituto Salk, en total 30 plantas, y todas resultaron ser silvestres, por lo que la 
eliminamos del análisis. 
Figura 3.35. En la imagen se muestra la zona inferior 
de una silicua joven.  En ella se pueden observar 
semillas de mayor tamaño que están empezando a 
desarrollarse y unas semillas de menor tamaño que 
podrían ser óvulos sin fecundar o semillas en un 
estadio muy temprano de desarrollo.  
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Figura 3.36. Localización de 
las inserciones en las lineas 
mutantes AtEOL1 (A) 
AtEOL2 (B) AtETO1 (C). 
LB corresponde al extremo 
izquierdo del T-DNA y RB al 
derecho. (D) Ejemplo del 
genotipado de 4 individuos. 
La inserción se identifica con 
un cebador del extremo 
izquierdo del T-DNA (LBa1) 
y con un cebador especifico 
del gen SALK_019825_RP, 
el alelo silvestre se identifica 
con dos cebadores flan-
queantes de la inserción 
SALK_019825_RP y SALK_ 
019825_LP. La PCR se hizo 
utilizando el Multiplex Kit de 
Quiagen, con el cual se 
amplifican los dos  alelos en 
el heterocigoto (2, 3, 4) y uno 
solo en homocigotos mutante 
(1). La flecha verde indica el 
alelo silvestre (851 pb) y la 
roja el de inserción (698pb). 
4.3 Obtención de dobles y triples mutantes. 
Para la obtención de dobles mutantes hicimos cruces entre las plantas homocigotas 
obtenidas de las líneas 132, 019, 106 y 114 en todas las direcciones posibles (Figura 
3.37). Tras dos generaciones pudimos obtener dobles homocigotos para las 
combinaciones 132/019, 132/114, 019/106.  
Para obtener los triples homocigotos la estrategia, vario un poco para acelerar el 
proceso, se cruzaron individuos F1 dobles heterocigotos que compartían uno de los 
genes con inserción del T-DNA, es decir 132/019x019/106 y 132/114x132/019, para 
obtener un pool de semillas en el que pudimos encontrar individuos homocigotos para 
una de las inserciones y heterocigoto para las otras dos. De esta forma en la 
descendencia F1 de estos individuos, deberíamos encontrar 1 triple homocigoto por 
cada 16 plantas. Obtuvimos 7 individuos triples mutantes en una población de 92 
individuos, en el cruce 132/019/106. En el caso del cruce 132/019/114 no pudimos 
obtener el triple homocigoto porque la planta que identificamos como homocigota para 
Resultados 
 138
Figura 3.37.  Tabla con los cruzamientos posibles para obtener dobles homocigotos. 
En rojo se muestran los cruzamientos en los que se han obtenido dobles homocigotos y en 
verde los cruzamientos fallidos. 
132 y heterocigota para las inserciones 019 y 114, no dio suficientes semillas y no 
encontramos ningún triple mutante. 
 
 Salk_132 Salk_019 Salk_114 Salk_106 
Salk_132     
Salk_019     
Salk_114     
Salk_106     
4.4 Efectos en la semilla de Arabidopsis thaliana. 
El gen AtETO1 fue el primero de los tres descubierto en un screening de mutantes de 
etileno, por presentar un fenotipo de triple respuesta constitutivo (sin presencia de 
etileno) (44). La mayoría de los estudios con este mutante se centran en su efecto sobre 
el desarrollo de la raíz ya que muestra una reducción de la elongación de la raíz y de la 
producción de raíces laterales, a lo que hay que unir un aumento de la producción de 
pelos radiculares (45, 46). Mutantes de AtETO1 también muestran una alteración en la 
transición del crecimiento vegetativo al reproductivo (47) y crecimiento vegetativo 
reducido (48). Hasta el momento no se ha detectado ningún efecto en relación con el 
desarrollo de la semilla en el caso de la familia ETO de Arabidopsis aunque como 
hemos visto en las transgénicas promotor:GUS+GFP, al menos el AtETO1 se expresa en 
semilla, y también se ha visto que mutantes con una señalización constitutiva de etileno 
como el ctr1-1 presentan una fertilidad reducida  (51) y el Knock-out de las 8 isoformas 
activas de ACC sintasa es inviable (68). 
Nosotros decidimos testar si en las líneas mutantes que habíamos obtenido se 
observaba algún efecto en la producción de semillas analizando el porcentaje de abortos 
en las líneas simples, dobles y triples mutantes. 
Únicamente hay diferencias significativas de la línea 106x019 con respecto a O-Col, 
datos que concuerdan con los observados por Matthew J. Christians y col. (48) que no 
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Figura 3.38. Grafica con el porcentaje de semillas y abortos promedio de las líneas 
simples, dobles y triples mutantes. Para obtener el valor promedio mostrado en la 
grafica se contaron semillas y abortos de 5 silicuas en 5 plantas de cada línea. Con ** se 
marca la línea que tiene una diferencia significativa con p<0.01 con  respecto a O-Col 
según el test no parametrito de Kruskal-Wallis. 
observaban un aumento de los abortos en ninguna de las combinaciones de sus líneas 
mutantes (Figura 3.38) 
Sin embargo, a diferencia de lo que observaron Matthew J. Christians y col. (48) en 
sus líneas,  las semillas recibidas de las líneas 132 y 019, procedentes del Instituto Salk, 
mostraban una germinación reducida lo que nos llevo a pensar que tal vez la sobre-
producción de etileno, como consecuencia de la ausencia de proteínas funcionales ETO, 
podría ocasionar alteraciones en la viabilidad de la semilla durante su almacenamiento.  
Para comprobar esta hipótesis, decidimos realizar un experimento de germinación, en 
semillas sometidas a un tratamiento que simula su almacenamiento durante años (49, 
50). El tratamiento consiste en mantener las semillas en una atmosfera con una humedad 
relativa del 100% a 43ºC. En nuestro caso 5 días, que debía simular un almacenamiento 
de aproximadamente 7 años (49, 50).  
Para comprobar que los diferentes genotipos tenían la misma tasa de germinación  
inicial se germinaron 100 semillas de dos replicas biológicas sin tratar. Como se puede 
ver en la Figura 3.31 no hay diferencias significativas en la tasa de germinación de los 
simples ni dobles mutantes con respecto al control O-Col, como habían indicado 
Matthew J. Christians y col. (48).  
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El mismo experimento se repitió con las semillas tratadas durante 5 días a 100% de 
HR y 40ºC (después del tratamiento se mantuvieron un par de semanas a RT para que 
volviesen a su estado normal de humedad y temperatura). En este caso hay una 
reducción en la tasa de germinación y un retraso en la germinación de todos los 
genotipos. En el grafico B de la Figura 3.39  se pueden apreciar algunas diferencias 
entre los genotipos, aunque no son significativas, según el test de Kruskal-Wallis 
noparamétrico.  
Estos experimentos deberían ser repetidos con nuevos lotes de semillas y unas 
condiciones de envejecimiento artificial más estandarizadas. 
 
 
Figura 3.39 A) Grafico de germinación de semillas conservadas 2 meses a RT B) 
Grafico de germinación de semillas conservadas 2 meses a RT y tratadas durante 5 días 
a 100% HR y 40ºC. En la muestra Salk_132 del Grafico B no se muestra desviación 
estándar porque solo hay una replica. 
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1. IDENTIFICACIÓN DE GENES CAUSALES DE 
FENOTIPO DEFICIENTE EN EL DESARROLLO DEL 
GRANO: 
Los protocolos descritos en esta tesis, cDNA_FST_RACE y SSH_cDNA_FST, son 
métodos simples y reproducibles, que se pueden aplicar en cualquier laboratorio para la 
identificación de genes causales a gran escala o al estudio de una línea mutante por 
inserción con un interés particular. En este último caso el primer método desarrollado en 
esta tesis, cDNA_FST RACE 5´ o 3´, puede ser mejorado, al poder utilizar un mayor 
número de individuos mutantes para identificar los cDNA_FSTs candidatos, reduciendo 
así la probabilidad de identificar como candidatos inserciones somáticas o no ligadas. 
En nuestro caso hemos analizado un total de 72 líneas mutantes mediante la 
aproximación de cDNA_FST RACE 5´ y 3´. Hemos localizado 302 cDNA_FSTs 
candidatos, de los cuales 25 proceden de la aproximación cDNA_FST RACE 3´, que 
produce unos patrones de cDNA_FSTs de menor complejidad que los obtenidos en la 
aproximación de cDNA_FSTs_RACE 5´. Estos  últimos patrones son mucho más 
complejos y en ellos identificamos 277 cDNA_FSTs candidatos, al analizarlos en geles 
Li_COR (Figura 3.1 y 3.2). 
Los candidatos identificados en los patrones de cDNA_FST RACE 5´ no pueden 
recuperarse directamente desde los geles Li_COR y para su clonaje son necesarios 
varios pasos de extracción y amplificación desde geles de agarosa. La complejidad del 
proceso de clonaje y el elevado número de cDNA_FSTs presentes en cada patrón de 
RACE 5´ han dificultado el aislamiento de los candidatos y solamente un 30% de ellos 
han podido ser clonados, mientras que la totalidad de los candidatos de RACE 3´ 
identificados en geles de agarosa se pudieron clonar. El análisis de los cDNA_FSTs, 
utilizando búsquedas de Blastn en la base de  datos www.maizesequence.org, ha 
revelado que un 80% en el caso de los cDNA_FST RACE 3´ y un 66% de los 
candidatos del cDNA_FST RACE 5´ se corresponden con inserciones en secuencias 
transcritas, las que más probabilidades tienen de ser responsables del fenotipo. Esto 
supone un enriquecimiento en secuencias transcritas notable con respecto a otras 
técnicas que utilizan DNAg como material de partida para la amplificación de FSTs, por 
ejemplo MuTAIL, en las que se amplifican y secuencian FSTs desde todas las 
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inserciones del genoma y únicamente el 30% de ellos se corresponden con secuencias 
transcritas (22). De esta forma se reduce la complejidad del patrón de FSTs que tenemos 
que analizar, porque solo estamos amplificando los correspondientes a inserciones en 
secuencias transcritas. Por otra parte, aumentamos las posibilidades de que la inserción 
identificada sea la causal, ya que estamos eliminando todas aquellas inserciones en 
secuencias intergénicas, que muy probablemente no están relaciones con la mutación. 
Tras  el estudio de co-segregación, de los 58 cDNA_FSTs que se correspondían con 
secuencias transcritas,  dos inserciones (encontradas tanto en los cDNA_FSTs RACE 
5´como 3´) resultaron estar ligadas a la mutación. Una de ellas, la correspondiente a la 
línea D0985, co-segrega perfectamente, sugiriendo que puede ser responsable de la 
mutación. La otra inserción, encontrada en la línea E1394, presenta un patrón de 
ligamiento indicativo de que en esa línea puede haber una segunda inserción que origine 
un fenotipo mutante similar, puesto que todas las inconsistencias en el ligamiento tienen 
lugar en los individuos heterocigotos. Si éste es el caso, el análisis de un mayor número 
de individuos segregantes debería permitirnos identificar un linaje en el que la inserción 
identificada en nuestro análisis fuera la única causal.  
Estos resultados sugieren, por tanto, que el mejor material para la identificación de la 
inserción causal mediante el análisis de los patrones de cDNA_FSTs, es el procedente 
del RACE 3´, ya que es el que menor esfuerzo ha requerido en cuanto a búsqueda y 
clonaje de candidatos, mientras que el número de inserciones causales identificadas ha 
sido el mismo que en los experimentos  RACE 5´. No obstante, en el RACE 5´, hemos 
identificado un mayor número de inserciones en secuencias transcritas (Figura 3.2 
Tabla), que aunque no parecen ser las responsables de la mutación que estamos 
estudiando, nos han permitido crear una base de datos de las inserciones existentes en 
cada línea, en la que podemos buscar  “in silico” mutantes por inserción de Mu en un 
gen concreto. De esta forma se facilitan mucho futuros estudios de genética reversa, en 
los que se busca un fenotipo originado por la mutación del gen que nos interesa, 
obteniendo así datos sobre la función del gen en la planta. 
Con el objetivo de eliminar las dificultades encontradas en la recuperación de los 
cDNA_FSTs candidatos a ser causales, desarrollamos una modificación del protocolo 
inicial que denominamos SSH_cDNA_FSTs, basada en la sustracción por PCR. Este 
método nos permite obtener un patrón de SSH_cDNA_FSTs en el que solo están 
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presentes los cDNA_FSTs candidatos comunes a dos muestras mutantes, reduciendo 
drásticamente el número de bandas presentes en el display y simplificando el proceso de 
clonaje (Figura 3.3). 
En las pruebas iniciales con dos líneas control, esta técnica demostró ser altamente 
efectiva, ya que identificamos la inserción causal de la mutación en ambos casos 
(aproximadamente el 50% de los clones secuenciados al azar de una librería que 
contenía el patrón de la SSH_cDNA_FSTs se correspondían con un fragmento del 
cDNA_FST causal). Con estos precedentes aplicamos la sustracción en 44 de las líneas 
de la colección sobre el cDNA_FST RACE 3´ (que en pruebas previas había 
demostrado generar un patrón de bandas mas sencillo que el del cDNA_FST RACE 5´). 
Un 25% de las líneas no presentaba ninguna banda susceptible de ser clonada, 
posiblemente debido a la ausencia del cDNA_FST causal o, alernativamente, debido a 
problemas técnicos en la amplificación de uno o los dos cDNAs mutantes. En el otro 
75% de las líneas seleccionamos 144 bandas, las más abundantes de cada display, de las 
cuales se pudieron clonar y secuenciar el 60%. Tras analizar todas las secuencias 
obtenidas, se identificaron 15 contig candidatos (cDNA_FSTs formados por varias 
secuencias de SSH_cDNA_FSTs y que se correspondían con secuencias transcritas) en 
15 líneas diferentes. De los 15 candidatos, dos se correspondían con los identificados 
previamente en la aproximación de cDNA_FSTs RACE 5´ y 3´ en las líneas D0985 y 
E1394, lo que demuestra que la nueva modificación es capaz de reproducir los 
resultados obtenidos con la técnica original. Para los otros 13 candidatos se analizó su 
co-segregación con el fenotipo en poblaciones de 10 individuos y de mayor tamaño y 
dos presentan una co-segregación perfecta, líneas C1063 y D0210. Sin embargo, en la 
línea D0210, hemos encontrado también una co-segregación total, con la inserción 
causal de la línea D0985. Hasta el momento no hemos encontremos un individuo 
recombinante entre ambas inserciones, que contenga solo la inserción específica de la 
línea D0210, ni un individuo silvestre con la inserción, por lo que no podremos 
determinar si es o no causal de un fenotipo mutante en la semilla (ver Apartado 1.2 de 
Resultados). 
Estos datos demuestran, que la técnica de SSH_cDNA_FST reproduce perfectamente 
los resultados obtenidos con el análisis de los patrones de cDNA_FSTs, aumentando su 
eficacia, ya que con ella hemos podido identificar dos nuevos genes candidatos a ser 
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causales que co-segregan perfectamente, y además reduce mucho el esfuerzo en tiempo 
y dinero que hay que dedicar al análisis y clonaje de los cDNA_FSTs candidatos. No 
obstante, creemos que la eficiencia de la técnica puede ser mayor, ya que en los dos 
controles iniciales donde conocíamos los genes causales, se identificó la inserción 
causal en ambos casos y en un 50% de los clones secuenciados. Por tanto, la reducción 
de la efectividad de la técnica a la hora de aplicarla a la colección, creemos que se puede 
deber a problemas no relacionados con la técnica, sino a problemas relacionados con la 
naturaleza de la colección, que se trataran en un apartado posterior. 
Finalmente, pensamos que la secuenciación masiva mediante 454 de los patrones de  
SSH_cDNA_FSTs nos permitiría disponer de todas las secuencias de cada uno de los 
patrones de SSH_cDNA_FSTs y resolver definitivamente los problemas encontrados en 
el proceso de clonaje de los candidatos (un 40% de los candidatos no pudieron ser 
clonados). De todas las secuencias obtenidas, solo aquellas que habían sido 
secuenciadas un mínimo de 100 veces y presentaban los dos cebadores utilizados para 
realizar el proceso de SSH_cDNA_FST fueron seleccionadas como posibles candidatos 
a ser causales. El cumplimiento de estos requisitos nos asegura que son secuencias fruto 
de la amplificación exponencial en la sustracción (secuencias por tanto comunes a 
ambos mutantes)  y no son escapes de la sustracción producidos desde un único cebador 
o secuencias que procedan de la amplificación lineal de algún cDNA_FST muy 
abundante en uno de los mutantes. 
La secuenciación masiva se realizo en los SSH_cDNA_FSTs de 8 líneas en las que 
Biogemma había posicionado la mutación, mediante mapeo ayudado por hibridación a 
micromatrices, en una región concreta del genoma. Por lo tanto, los candidatos a ser 
causales fueron cotejados con los datos del mapa y los cDNA_FSTs sustraídos 
(presentes en ambos mutantes y ausentes en el silvestre) que no co-localizan con la 
posición de mapa (no relacionados con la mutación) fueron eliminados sin necesidad de 
ser testados en una población segregante. Con esta estrategia hemos resuelto 
definitivamente los problemas de clonaje de los candidatos y al combinarla con la 
posición de mapa ha reducido mucho el proceso de validación de inserciones candidatas 
y nos ha permitido localizar 25 candidatos que son específicos de los mutantes y que co-
localizan con la posición de mapa de la mutación, cuya co-segregación esta siendo 
testada a gran escala.  
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Proponemos por tanto un protocolo de actuación para la identificación a gran escala 
de inserciones causales que estaría basado en  cDNA-FST 5’ y/o 3’ seguido de SSH y 
secuenciación masiva, en combinación con información de mapa relativa a las 
mutaciones causales. Obviamente la aplicación masiva de este protocolo a toda la 
población está fuera del alcance de esta tesis pero creemos que la puesta a punto de este 
protocolo es, en si misma, un resultado apreciable de nuestro trabajo. 
1.1 Factores que afectan a la identificación de inserciones ligadas a la 
mutación. 
Hasta el momento el número de inserciones causales confirmadas no ha sido tan 
elevado como se esperaba. No obstante, mediante las sucesivas modificaciones 
incorporadas sobre el método inicial hemos podido ir solucionando algunos de los 
problemas técnicos con los que nos hemos encontrando al ponerlo en práctica. A pesar 
de las modificaciones técnicas realizadas, en el desarrollo de esta tesis hemos podido 
detectar otra serie de problemas no relacionados con la técnica y cuya solución podría 
mejorar la capacidad de detección de inserciones causales.  
En primer lugar, el elevado número de cDNA_FSTs encontrados en los patrones de 
cDNA_FST_RACE 5´ y que ha dificultado la identificación y clonaje de los candidatos, 
puede ser debido a que la colección tiene una elevada carga de transposones, a 
diferencia de otras colecciones como UniformMu, con una media de 57 elementos Mu 
por línea (22), o PMS (Photosynthetic Mutant Screen), con aproximadamente 100 
elementos por línea (21). Además, las muestras analizadas provienen de 
autofecundaciones de plantas descendientes del segundo retro-cruzamiento, por lo que 
la actividad de los elementos Mu aún es elevada (9, 10). Esta elevada actividad de Mu, 
unida a un elevado número de transposones por planta estaría ocasionando una gran 
cantidad de nuevas inserciones germinales e inserciones somáticas, que aumentan las 
probabilidades de detección de falsos candidatos (inserciones que no co-segregan). Por 
otra parte, esta alta actividad de transposición dificulta la confirmación de candidatos 
por análisis de ligamiento, ya que se pueden generar nuevas inserciones asociadas a 
fenotipo y por tanto individuos fenotípicamente heterocigotos pero que carecen de la 
inserción en estudio. Este fenómeno sería el responsables de los eventos no ligados 
detectados en la línea E1394. Otro problema derivado de la presencia de elementos Mu 
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activos es la capacidad de transcripción desde sus promotores internos, 
independientemente de si están o no insertados en secuencias transcritas. Esta actividad 
promotora estaría en el origen de los cDNA_FSTs de secuencias intergénicas que hemos 
encontrado. Por lo tanto la utilización de líneas con baja carga de elementos Mu activos 
en su genoma podría ser clave para obtener mejores resultados al aplicar cualquiera de 
las técnicas descritas. 
Otro aspecto que ha demostrado ser importante para la eficacia de la técnica es la 
naturaleza de la muestra utilizada para la extracción del RNA. De hecho, algunas de las 
inserciones identificadas como específicas de los mutantes en cDNA, al analizarlos en 
DNAg se ha visto que estaban presentes en los granos silvestres. La causa más probable 
de este problema es que algunos cDNA_FSTs sean expresados en los granos mutantes 
de 14DAP, pero no en los granos silvestres de 14DAP, ya que se encuentran en estados 
de desarrollo diferentes. Así pues, la ausencia del cDNA_FST en la muestra silvestre no 
sería tan determinante en la identificación de cDNA_FSTs candidatos, como supusimos 
en un principio. De la misma forma mutaciones cuyo fenotipo se observa a 14DAP 
pueden ser originadas por la alteración de genes que se expresan en un estadio más 
temprano del desarrollo y por lo tanto no estarían presentes a 14DAP y no podrían ser 
identificados.  
En nuestra experiencia, el verdadero cuello de botella en el proceso de identificación 
de inserciones causales es la validación de los candidatos mediante análisis de 
ligamiento en material previamente fenotipado. En este paso, dificultades inherentes a la 
naturaleza del material biológico utilizado, como las discutidas más arriba, hacen 
prácticamente imposible obtener un diagnostico positivo o negativo con absoluta 
fiabilidad. En este sentido la información de la posición de mapa de la mutación es un 
elemento crucial ya que permite excluir inserciones candidatas cuyos loci se encuentren 
fuera del intervalo de mapa determinado. Hemos de admitir, sin embargo, que la 
tecnología de mapa utilizada en este caso, aunque adaptada a experimentos a gran 
escala, no es óptima para el proceso de eliminación de candidatos. Como en toda técnica 
basada en el análisis de segregantes agrupados en función del fenotipo, los intervalos de 
mapa producidos por el cartografiado asistido por hibridación a micromatrices son en 
ocasiones muy grandes (>10 cM de media), lo cual ha resultado insuficiente para 
reducir el número de candidatos hasta una cantidad manejable en experimentos en los 
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que se intente procesar un gran número de líneas simultáneamente. Idealmente 
habríamos deseado una resolución media de <5cM, que habría sido suficiente para 
reducir drásticamente el número de candidatos incluso hasta uno o dos genes. Debemos 
ser conscientes, por otra parte de la dificultad de obtener mapas de semejante resolución 



















2. CARACTERIZACIÓN DE LA LÍNEA C1063 Y LA 
FAMILIA MULTIGÉNICA ETO1: 
De las cuatro inserciones que co-segregan con la mutación decidimos centrarnos en la 
caracterización de la encontrada mediante la aproximación de SSH_cDNA_FST en la 
línea C1063, porque co-segrega perfectamente y tiene una segregación fenotípica  1:3 
clara, lo cual nos indica que solo hay una mutación en la línea. 
La inserción aislada en esta línea se encuentra en el locus LOC100279911 (ZmETO1), 
que codifica para una proteína de maíz relacionada con la familia multigénica de 
Arabidopsis ETO (ethylene overproducer). En Arabidopsis la familia consta de 3 loci 
(59) y en maíz hemos identificado 5 loci mediante búsquedas de Blastn en las base de 
datos del genoma (www.maizesequence.org ): ZmETO1, ZmEOL1, ZmETO_Chr7, 
ZmETO_Chr9, ZmETO_Chr1. No obstante, para nuestro estudio decidimos centrarnos 
en ZmETO1, que es el locus que contiene la inserción candidata a ser causal,  y 
ZmEOL1, que presenta una similitud de secuencia en la región codificante cercana al 
90% con ZmETO1. 
Para obtener datos de ligamiento de la inserción a la mutación, utilizamos una 
población de 109 individuos segregantes (silvestres y heterocigotos) en la que 
encontramos una co-segregación  perfecta genotipo-fenotipo, tamaño de población que 
nos permite asegurar con una P>0.05 que la inserción se encuentra a menos de 3.5 cM 
de la mutación.  En un intento por ampliar la población de mapa, recuperamos 92 
endospermos de granos mutantes de las plantas heterocigotas de esta población (la única 
clase genotípica distinguible en la mazorca). Al genotipar los 92 endospermos mutantes, 
4 de ellos resultaron ser heterocigotos, o lo que es lo mismo, la inserción estaría a 4,3 
cM de la mutación (Figura 3.11). Estos datos se contradicen con los obtenidos en la 
población inicial de 109 plantas (fenotipadas como silvestres o heterocigotas según sus 
mazorcas). Por lo tanto una de las dos poblaciones tiene errores en el fenotipado. Una 
posible explicación para estos errores en el fenotipado es que en ocasiones durante el 
desarrollo de una mazorca algunos granos son abortados y es posible que al recuperar 
los endospermos mutantes hayamos incluido entre ellos algún grano heterocigoto 
abortado. Tampoco es infrecuente que los granos del ápice de la mazorca estén 
retrasados varios días en el desarrollo en comparación con sus hermanos de la parte 
                                                                              Discusión 
 151
media de la mazorca, esta sería otra fuente de granos heterocigotos de fenotipo 
“mutante”. Como el fenotipado de los granos mutantes puede ser problemático en estos 
casos y no hemos encontrado en la población de plantas fenotipadas a partir de sus 
mazorcas ningún individuo silvestre con inserción, no podemos descartar esta inserción 
como causal del fenotipo. 
En cualquier caso es claro que el análisis de ligamiento no nos permitirá avanzar 
mucho más en la confirmación de esta inserción como causal. Aun en el caso de que 
pudiéramos multiplicar el esfuerzo y analizar cientos de plantas fenotipadas en campo, 
el intervalo de localización de la mutación sería aun demasiado grande como para 
descartar que un gen distinto de ZmETO1 fuera el causal del fenotipo mutante (ver 
Apartado 2.2.1 de Resultados donde se indica la distancia máxima de la mutación a la 
inserción y el número de genes que comprendería en el caso de poblaciones con una co-
segregación perfecta de 400 y 4000 individuos). La mejor solución a este problema 
suele ser la identificación de un segundo alelo mutante del mismo gen, si encontramos 
el mismo fenotipo asociado a una variante molecularmente distinta del mismo gen la 
probabilidad de error en la identificación de este gen como causal sería muy baja. 
Lamentablemente, no hemos podido encontrar un segundo alelo de este gen en la 
colección de Biogemma (más de 25000 líneas) aunque si hemos encontrado un alelo de 
inserción de ZmEOL1, que será caracterizado en futuros trabajos. 
2.1 Del patrón de expresión al fenotipo. 
Las inserciones en regiones no transcritas como la encontrada en el locus ZmETO1, 
como ha sido demostrado en múltiples ocasiones, pueden generar efectos muy diversos 
sobre el gen mutado. En la bibliografía se pueden encontrar mutantes por inserción de 
Mu en la región 5’UTR que se denominan suprimibles y que reducen la expresión del 
gen mutado cuando el elemento Mu se encuentra hipermetilado (genotipo Mu inactivo), 
mientras que cuando el elemento Mu esta hipometilado (genotipo Mu activo) la 
expresión del gen con la inserción no se ve alterada y se recupera el fenotipo silvestre 
(36). También se han encontrado casos en los que la inserción del transposón en una 
región no transcrita del gen, ocasiona una alteración de la expresión organo-especifica 
del gen (37). En otras ocasiones la presencia del transposón en regiones transcritas y no 
traducidas (intrones) ocasiona la aparición de transcritos con splicing alternativos que 
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utilizan el elemento Mu como extremo donador o aceptor del splicing, generando 
transcritos aberrantes o con procesos de poliadenilación inadecuados (39). Finalmente, 
se podrían producir transcritos originados desde secuencias internas del transposón que 
actúen como secuencias promotoras, como es el caso de las secuencias intergénicas (no 
transcritas) que se han recuperado en el proceso de búsqueda de candidatos de esta tesis. 
Por lo tanto, no podemos asumir que la inserción origine un mutante Knock-out (como 
en inserciones localizadas en exones) y debemos realizar una caracterización profunda 
del efecto molecular de la inserción sobre el gen ZmETO1.  
En primer lugar analizamos la expresión de ZmETO1 y su parálogo ZmEOL1 en los 
diferentes tejidos de maíz mediante qRT_PCR y observamos que se expresa de forma 
ubicua, aunque ZmEOL1 tiene una expresión más homogénea que ZmETO1. Ambos 
genes se expresan en grano, anteras y ovarios, pudiendo desempeñar un papel 
importante en el desarrollo del grano (Figura 3.14).  
A continuación decidimos analizar el posible efecto de la inserción sobre la expresión 
de ZmETO1 en granos mutantes de 14DAP, que es el primer momento en el que se 
pueden distinguir macroscópicamente granos mutantes de silvestres. Los estudios de, 
RT_PCR nos indican que no hay expresión del transcrito silvestre en el endospermo, 
pero si en el tejido materno (Figura 3.17). El análisis por Northern blot desveló la 
presencia de dos transcritos diferentes en los endospermos mutantes. Un transcrito de 
tamaño mayor que el silvestre, que creemos corresponde al transcrito silvestre con el 
transposón insertado y otro de un tamaño similar silvestre, que debe corresponderse con 
alguna alteración del transcrito originada por la inserción, que genera un transcrito de 
tamaño similar al silvestre (Figura 3.19). Estos resultados nos indican que en los 
endospermos mutantes hay expresión de ZmETO1, aunque no se produce un transcrito 
silvestre y mediante qRT_PCR pudimos ver que los niveles de transcrito modificado por 
la inserción en los endospermos mutantes supone menos de un 40% del transcrito 
presente en un endospermo silvestre (Figura 3.16). La inserción, por tanto, origina una 
alteración de la estructura del transcrito y una reducción de su expresión, por lo que es 
posible que el mutante C1063 tenga una reducción considerable de la actividad 
ZmETO1. 
Los datos de expresión son, no obstante, de endospermos a 14DAP, debemos recordar 
que el estudio morfológico a lo largo del desarrollo de los granos mutantes desveló que 
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ya a 8 DAP hay alteraciones significativas. Desde 8DAP se puede observar una 
reducción del tamaño del embrión, con un menor número de células y un fallo durante 
la adquisición de la simetría ad/abgerminal entre 10-14DAP, así como una alteración 
del escutelo y los meritemos del tallo y la raíz a 17DAP (Figuras 3.7, 8, 9). En el caso 
del endospermo, el tamaño también se encuentra altamente reducido con respecto al 
silvestre desde 8DAP y cuenta con un menor número de células. Los dominios celulares 
del endospermo de morfología más característica (células de transferencia, “embryo 
surrounding región”, y aleurona) aparecen escasamente diferenciados en endospermos 
mutantes de entre 8 y 14DAP. Estos dominios parecen, no obstante, competentes para 
su destino celular, ya que expresan, aunque a niveles mínimos, marcadores típicos de 
estos dominios (MRP, BETL1, BETL2, ESR6 y BETL9L) (Figura 3.10). A 17DAP es 
posible observar, en algunos granos mutantes,  pequeños parches de células de la región 
BETL que comienzan a presentar las invaginaciones características de las CT, pero 
menos desarrolladas que las silvestres, mientras que las células del endospermo 
amiláceo muestran algunos gránulos de almidón (Figuras 3.9). Por consiguiente, la 
mutación debe estar ejerciendo su efecto en un estadio anterior a 8DAP, aunque en 
general solo podemos analizar su efecto a partir de 14DAP, cuando podemos identificar 
los granos mutantes visualmente. 
Al estudiar el patrón de expresión a lo largo del desarrollo de la semilla de los genes 
ETO de Arabidopsis en  líneas transgénicas (Figura 3.35) hemos podido observar que 
AtETO1 tiene una expresión elevada y homogénea en estadios muy tempranos. Cuando 
las semillas maduran, la expresión queda reducida a las regiones micropilar y chalazal, 
para terminar desapareciendo en la semilla completamente madura (Figura 3.34 I). Esto 
nos llevo a pensar que la actividad ETO podría jugar un papel importante en el 
mantenimiento de niveles bajos de etileno en los instantes inmediatamente posteriores a 
la polinización. En la misma dirección apuntan los experimentos de Chen y col. (63) 
realizados en maíz, donde plantas estresadas por ausencia de luz sufren una elevación de 
ACC a 32HAP (horas después de la polinización) que es mantenida al menos hasta 150 
HAP en los granos de la región apical de mazorca (los mas jóvenes y sensibles a 
etileno) ocasionando el aborto de estos. Estos abortos pueden ser reproducidos 
artificialmente mediante la aplicación exógena de ACC en estadios muy tempranos (32 
HAP), pero no a partir de 5DAP.  
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Así pues, mantener los niveles de etileno dentro de unos límites en estadios tempranos 
parece ser  importante para un normal desarrollo de la semilla, y la expresión de 
ZmETO1 y por lo tanto la regulación post-transcripcional de ZmACS6 (la única ACC 
sintasa de tipo II que hay en maíz) sería fundamental para conseguirlo. Sí la inserción 
tiene el mismo efecto en los momentos iniciales del desarrollo de los granos mutantes 
que a 14DAP, la proteína ZmACS6 podría estar siendo acumulada en exceso durante 
este periodo del desarrollo de los granos mutantes, generando un exceso de ACC que 
sería  mantenido durante todo el desarrollo. El aumento de ACC se vería reflejado en un 
aumento de etileno y finalmente causaría la muerte del grano.  
Para demostrar que el exceso de etileno en los momentos iniciales del desarrollo del 
grano es la causa del fenotipo mutante, podría ser interesante reproducir los 
experimentos de Chen y col. (63). Estos autores eliminaron el aborto, causado por 
etileno, de los granos apicales de la mazorca en plantas estresadas aplicando AOA (un 
inhibidor de la síntesis de etileno), a 32HAP. En nuestro caso tendríamos que tratar 
mazorcas heterocigotas, esperando obtener granos homocigotos de fenotipo silvestre. 
2.2 Sobre-expresión y silenciamiento de ZmETO1: 
Con el objetivo de obtener algún efecto fenotípico en la planta o el grano, que nos 
diese alguna pista sobre la función de ZmETO1, realizamos tres experimentos de 
transgénesis en maíz, dos de sobre-expresión de ZmETO1 [expresión ubicua (T01800)  
y expresión específica en el endospermo amiláceo (T01806)] y uno de silenciamiento de 
ZmETO1 de forma ubicua utilizando un RNAi específico (T01815). 
En los experimentos de sobre-expresión y silenciamiento de ZmETO1 utilizando 
promotores ubicuos analizamos el efecto del transgén en hojas, para seleccionar las 
líneas que tenían mayor sobre-expresión de ZmETO1_mod (versión de ZmETO1 
introducida en las líneas de sobre-expresión), en el experimento T01800, y las que 
tenían menos ZmETO1 (endógeno), en el experimento T01815. En las líneas T01815  el 
nivel de expresión del transcrito ZmETO1 refleja la eficacia del RNAi, sin embargo en 
el experimento de sobre-expresión los niveles de ZmETO1_mod  no pueden compararse 
con los de ZmETO1, por lo que no podemos saber cuan importante es el aumento de 
ZmETO1_mod producido en las plantas sobre-expresoras con respecto al nivel de 
ZmETO1 normal.  
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De cada experimento llevamos a término 2 plantas de cada línea y en ninguna de ellas 
se observaron alteraciones evidentes en tejido vegetativo o granos. La ausencia de un 
fenotipo visible, nos llevo a buscar un fenotipo molecular (en hojas) y para ello 
analizamos dos posibles ortólogos de genes de respuesta a etileno previamente descritos 
en otras especies, ZmERF (respuesta primaria) (52) y ZmETR2 (respuesta secundaria) 
(50, 51).  
Para estudiar la respuesta a etileno se seleccionaron las cuatro líneas del experimento 
T01800 (sobre-expresión) que más ZmETO1_mod expresaban y en ellas se midió 
también el nivel de ZmETO1. Las tres líneas que tenían un nivel de ZmETO1 similar al 
control mostraron una inhibición de los dos genes de respuesta a etileno como era de 
esperar. La cuarta línea seleccionada, T01800_1, además de tener niveles elevados de 
ZmETO1_mod tenía un 30% más de expresión de ZmETO1 endógeno que el resto de 
líneas y debería mostrar una inhibición mas acusada de los genes de respuesta, pero el 
gen de respuesta primaria a etileno ZmERF aparece inducido con respecto al control 
(Figuras 3.23). En el experimento T01815, se seleccionaron las líneas con niveles de 
ZmETO1 menores y entre ellas,  las tres que tenían una mayor reducción de ZmETO1 se 
comportan de forma similar a las que sobre-expresan y los dos genes de respuesta están 
inhibidos. Sin embargo, la línea T01815_12 que sufre una reducción minima de los 
niveles de ZmETO1, muestra una ligera inducción de ZmERF y niveles normales de 
ZmETR2, compatible con lo esperado en una situación de niveles elevados de etileno 
(Figura 3.26).  
En ambos experimentos, T01800 y T01815, hay resultados contradictorios y la 
inducción o represión de los genes no es demasiado importante, una posible explicación 
de estos resultados sería que los genes seleccionados como marcadores de los niveles de 
etileno no responden a etileno en hojas. Alternativamente, podría ocurrir que los 
transgenes introducidos no estuvieran afectando significativamente a la producción 
global de etileno, de forma que las variaciones observadas entre las diferentes líneas y el 
control se deberían a diferencias en el estado fisiológico de las plantas de cada línea y 
no a la presencia del transgén. Estos resultados estarían en consonancia  con lo 
observado por Young y col. en plantas knock-out del gen ZmACS6 (Zmacs6/Zmacs6), 
diana molecular de ZmETO1,  que solo muestran un fenotipo visible (siempre verde) en 
hojas privadas de luz, o lo que es lo mismo en condiciones de estrés (64). Esto parece 
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indicar que en condiciones de crecimiento normal el metabolismo del etileno es lo 
suficientemente flexible como para no poder observar un fenotipo por la alteración de 
una de las enzimas de la ruta de biosíntesis como es la ACC sintasa 6. Solo bajo  
condiciones de estrés se podrían detectar las alteraciones fenotípicas asociadas a 
modificaciones de los niveles de etileno, causadas por el efecto que ejercen los 
transgenes sobre los niveles de proteína ZmACS6.  
Un estudio mas detallado, de los niveles de ZmACS6, etileno y los genes de respuesta 
a etileno en condiciones estándar y de estrés, puede ser necesario para determinar el 
efecto del transgén de ambos experimentos en hoja. 
En el caso del experimento T01806, donde la secuencia de ZmETO1_mod es sobre-
expresada específicamente en endospermo bajo el control de un promotor muy activo 
tampoco hay un fenotipo macroscópico visible, que indique una alteración en el 
desarrollo del grano. En la interpretación de estos resultados debemos tener en cuenta 
que el promotor utilizado (promHMWG) (35) se expresa únicamente en el endospermo 
amiláceo y a partir de 14DAP. Según Gallei y Young (65) en ese estadio del desarrollo 
las isoformas de ACC sintasa, detectadas a nivel de transcripción, con mayor 
abundancia son ZmACS2 y ZmACS7 (27), ACC sintasas de tipo I y no reguladas por la 
actividad ETO. Por lo tanto, la sobre-expresión de ZmETO_mod y la consiguiente 
degradación de la isoforma ZmACS6 podría no tener un efecto drástico sobre los 
niveles generales de etileno y no causar alteraciones graves en su desarrollo, aunque si 
puede estar alterando los niveles locales de etileno en las células del endospermo 
amiláceo o contiguas a él. Por ello, de las 19 líneas que teníamos inicialmente en el 
experimento T01806, se han seleccionado las dos con mayor expresión de ZmETO_mod 
a 14DAP y en ellas se han identificado granos transgénicos y silvestres (Figuras 3.28 y 
3.29). 
Tras analizar su morfología en cortes histológicos semifinos, hemos podido 
comprobar que la sobre-expresión de ZmETO1 en el endospermo amiláceo produce una 
clara alteración en el desarrollo de la aleurona.  Como se puede ver en el grano 
T01806_12.2.2 (Figura 3.30 D) la reducción de etileno en el grano, causada por la 
sobre-expresión de ZmETO1 bajo el control del promotor HMWG, ha originado una 
aceleración del proceso de maduración de la aleurona y la desaparición del subtipo 
celular del endospermo amiláceo denominado sub-aleurona. La desaparición de este 
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subtipo celular tiene lugar en la región ad-germinal del endospermo y no se observado 
en la región ab-germinal. Esto concuerda con descubrimientos recientes (69, 71) en los 
que se ha podido observar que la aleurona de la región ad- y ab-germinal tienen un 
proceso de diferenciación no acoplado temporalmene, ya que la sobre-expresión de una 
enzima de síntesis de citoquininas bajo el control de un promotor de senescencia 
(SAG12) produce la desaparición de la aleurona en la región ab-germinal y no en la ad-
germinal, al igual que ocurre en los mutantes deficientes en aleurona cr4 (crinkly4) y 
dek1 (defective kernel) en los que desaparece la aleurona principalmente en la región 
ab-germinal (69). También se ha observado que el mutante vp8 (viviparous8) presenta 
una reducción de las antocianinas, indicativo de una aleurona mal desarrollada, en la 
región ad-gernimal y solo el doble mutante vp8;cr4 muestra un reducción de las 
antocianinas en todo el grano, lo que demuestra que ambas caras del grano tienen 
programas de diferenciación de aleurona independientes (69). Recientemente también se 
ha visto que la inhibición del transporte de auxinas en el grano ocasiona un aumento de 
auxinas libres en la aleurona y con ello la producción de una aleurona formada por 
múltiples capas (70). Estos datos han dado lugar a una nueva hipótesis sobre la 
adquisición y mantenimiento del destino celular de aleurona, en la que las señales que lo 
regulan proceden del propio endospermo, pudiendo estar estas controladas por 
hormonas como las citoquininas y auxinas (69).  
La interacción del etileno con citoquininas y auxinas ha sido probada en multitud de 
tejidos y especies (24, 25, 33, 34). En nuestro trabajo, hemos observado que en los 
granos que teóricamente tienen un menor nivel de etileno, aparecen alteraciones 
relacionadas con las anteriormente mencionadas, aunque en este caso en la cara ad-
germinal, al contrario que lo ocurrido en la sobre-producción de citoquininas, lo que 
refuerza la hipótesis de que la cara ab- y ad-germinal tienen diferentes programas de 
diferenciación, Probablemente debido a diferencias temporales en la sensibilidad a estas 
hormonas.  
El fenotipo observado en los granos transgénicos está formado por alteraciones en dos 
dominios celulares pero estas alteraciones forman parte de un solo proceso global, la 
maduración prematura de, al menos, la región más externa del endospermo. En los 
granos maduros de maíz no transgénico la aleurona está constituida por una única capa 
de células, bajo las cuales se encuentran las células del endospermo amiláceo. La 
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presencia de múltiples capas de células de aleurona y de una sub-aleurona constituida 
por células morfológicamente distintas de las células del endospermo amiláceo es típica 
de granos inmaduros. La ausencia de sub-aleurona podría ser una consecuencia de la 
maduración prematura de la aleurona.  La sub-aleurona es un subtipo celular del 
endospermo amiláceo que procede de la división periclinal de la aleurona, tras esta 
división una de las células penetra en el endospermo y comienza un proceso de des-
diferenciación de aleurona y re-diferenciación en endospermo amiláceo, conservando la 
organización en estratos típica de la aleurona. El proceso de generación de sub-aleurona, 
solo se produce en aleurona inmadura, ya que la aleurona madura deja de dividirse.En 
los granos transgénicos las células posicionadas inmediatamente bajo la aleurona forma 
parte claramente del endospermo amiláceo y por lo tanto presentan las características 
típicas del endospermo amiláceo, con paredes mas finas, células mas grandes y de 
simetría irregular y con una estructura desorganizada, como se puede observar en la 
Figura 3.30 D y E.  
No obstante, como suele ocurrir en otras alteraciones generadas por el etileno en maíz 
y Arabidopsis, donde el fenotipo observado no es causado directamente por la alteración 
de los niveles de etileno, sino que es su interacción con otras hormonas, como 
citoquininas y auxinas, es posible que la rápida maduración de la aleurona de los granos 
transgénicos sea debida a modificaciones en los niveles o ratios de estas dos hormonas, 
que tienen una influencia demostrada sobre el desarrollo de la aleurona. Para comprobar 
esta hipótesis sería interesante determinar los niveles hormonales en estos granos. 
En los experimentos T01800 y T01815, que utilizan un promotor ubicuo, 
esperaríamos un fenotipo más drástico que en el experimento T01806, porque los 
niveles de etileno deben estar alterados durante todo el desarrollo del grano. No 
obstante, según los datos de expresión del promotor en arroz, su expresión dentro del 
grano no es homogénea y se expresa fuertemente en embrión y escutelo, y mas 
débilmente en endospermo (46). Si en maíz este promotor se comporta igual que en 
arroz, los principales efectos fenotípicos deberíamos observarlos en el embrión y tal vez 
algunas deficiencias en otros tejidos del endospermo sensibles a etileno, como CT, que 
en Vicia faba se ha visto que requieren la presencia de etileno y la activación de su 
cascada de señalización para desarrollar la morfología típica con invaginaciones de 
pared celular (66). Este tipo de tejido no se ha visto alterado en el experimento T1806, 
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posiblemente porque en el momento de expresión del promotor HMWG estas células ya 
están totalmente diferenciadas. Para poder observar este tipo de alteraciones sutiles de la 
morfología de los dominios celulares del grano deberíamos hacer un análisis histológico 
como en el experimento T01806 en granos transgénicos y silvestre de las líneas T01815 
y T01800. 
2.3 Caracterización de la familia ETO de Arabidopsis. 
El análisis del patrón de expresión de los tres genes AtETO1, AtEOL1 y AtEOL2 a 
través de experimentos de transgénesis en los que introducimos el gen delator GUS bajo 
el control del promotor de los tres genes, ha confirmado que se expresan en todos los 
tejidos analizados, al igual que ocurría en maíz con ZmETO1 y ZmEOL1, lo que indica 
una posible redundancia funcional. Sin embargo, en las líneas mutantes, únicamente el 
mutante simple eto1 muestra un fenotipo visible, que es incrementado cuando se 
combina con los mutantes eol1 y eol2 para crear los dobles mutantes eto1-eol1 y eto1-
eol2 y el triple mutante (59). El papel de la mutación eto1 ha sido muy estudiado en la 
raíz, donde produce una reducción del crecimiento, un centro quiescente 
supernumerario, reducción del número de raíces secundarias y aumento del número de 
pelos radiculares, si bien se trata en todos los casos de alteraciones sutiles (34, 56, 57). 
Los tres promotores son funcionales en el cilindro vascular de la raíz, sin embargo el 
promotor de AtETO1 es el único que tiene una fuerte expresión en la región apical de la 
raíz y abarca el meristemo radicular, el centro quiescente y posiblemente  la región de 
elongación celular, lo que hace factible que AtETO1 esté regulando los niveles de 
etileno para mantener una división coordinada de las células meristemáticas y un 
alargamiento correcto de las células del meristemo que pasan a la zona de elongación, 
efecto que tiene lugar posiblemente a través de la regulación de las auxinas en la raíz 
(56). El promotor de AtEOL1 también se expresa en la región apical de la raíz, aunque 
su expresión está mas restringida a unas pocas células de la región central y no parece 
estar relacionado con las células meristemáticas, lo que explicaría porque el mutante 
eol1 no muestra una reducción del crecimiento de la raíz como eto1, pero si aumenta el 
fenotipo eto1 si combinamos las dos mutaciones (Figuras 3.33 B y J).  
Los tres promotores también son funcionales en el tejido asociado a la vasculatura de 
los cotiledones de plántulas de 10 días y en la región meristemáticas de donde surgen 
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las nuevas hojas (Figura 3.33 I, E, A). La actividad ETO podría estar regulando el 
desarrollo de las nuevas hojas, lo que concuerda con el tamaño reducido de las hojas de 
la roseta del mutante eto1, y la alteración del periodo de desarrollo vegetativo en eto1 
(59), que se también se ha visto esta relacionado con la biosíntesis de etileno por las 
ACC sintasas. Todas ellas salvo la isoforma AtACS9 se expresan en esta misma región 
meristemática (68). La causa de la reducción del tamaño de las hojas no se ha estudiado 
en el mutante eto1, pero si se ha visto que en el mutante ctr1-1 (constitutive triple 
response) se debe a una reducción del tamaño celular (67) igual que ocurre en la raíz de 
eto1. Este fenotipo se observa principalmente en el mutante eto1 y es aumentado en los 
dobles y triple mutantes (59), lo que puede estar indicando que AtETO1 es la proteína 
responsable de la mayor parte de la actividad ETO en la planta y que AtEOL1 y AtEOL2 
cooperan con ella.  
También hemos visto expresión de AtETO1 y AtEOL1 en flores inmaduras en la 
región basal y apical del gineceo y cuando la flor esta abierta en la base y parte apical de 
la silicua que va decreciendo según se desarrolla. En el caso de AtETO1 se expresa 
también en los granos de polen y en las semillas jóvenes, mientras que AtEOL1 lo hace 
en los filamentos de las anteras (Figura3.34 D y L). Hasta el momento no se ha 
observado ningún fenotipo en los mutantes eto1 o eol1 que afecte a estas estructuras de 
la flor, ni que ocasione un déficit en el desarrollo de la semilla. Lo que se ha visto es 
una reducción de la fertilidad y un alargamiento excesivo del gineceo en mutantes ctr1-
1, que unido a la presencia de AtETO1 en polen y AtETO1 junto AtEOL1 en la región 
apical y basal del gineceo, indicaría que es necesario mantener los niveles de etileno 
bajos para que el polen sea viable y el gineceo se desarrolle correctamente (67), aunque 
la falta del fenotipo, ctr1-1, en los mutantes eto1 y eol1 estaría indicando que la 
desregulación de las ACC sintasas de tipo II que tiene lugar en estos simples y dobles 
mutantes es compensado por el resto de ACC sintasas de la familia.  
Poco se sabe sobre el papel del etileno en el desarrollo de la semilla de Arabidopsis, 
pero si esta claro es que el etileno es imprescindible y que la ruta de biosíntesis muestra 
una elevada redundancia en este proceso, ya que mutantes simples, quíntuples, séxtuples 
y séptuples de las diferentes  isoformas de ACC sintasas muestran diversos fenotipos en 
el desarrollo de la planta, pero en ninguno de los casos se ha observado la producción de 
abortos en las silicuas. Además, el óctuple mutante que eliminaría por completo la 
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actividad ACC sintasa parece ser inviable y solo se ha podido obtener un óctuple 
mutante (knock-out para seis de las 8 isoformas activas y una expresión reducida de las 
otras dos isoformas activas mediante RNAi), que produce menos de un 10% de etileno 
que el WT. En este mutante se observa un porcentaje elevado de abortos y problemas en 
la producción de gametos. Estos datos demuestran que la actividad ACC sintasa es 
imprescindible en el desarrollo de la semilla y que cualquier isoforma activa de ACC 
sintasa puede ser empleada por la semilla para mantener un desarrollo normal, mientras 
que otros tejidos si se ven afectados por la perdida de las diferentes ACC sintasa de la 
familia (68). Es de esperar, por tanto, que la alteración de uno de los mecanismos de 
regulación post-transcripcional, mediado por la actividad ETO, que afecta únicamente a 
las ACC sintasa de tipo II no sea suficiente para originar un déficit en el desarrollo de la 
semilla. De hecho, Christians y col (59) que analizaron fenotípicamente mutantes 
simples, dobles y triples de la familia ETO de Arabidopsis, no observaron una 
reducción de la fertilidad, ni de la tasa de germinación.  
Nosotros hemos observado una germinación reducida en las semillas mutantes, eto1 
y eol1, recibidas del Instituto SALK, que nos hizo pensar que tal vez las inserciones que 
estábamos analizando podían tener un efecto diferente y medimos la tasa de 
germinación y el número de abortos por silicua tanto en los simples como en los dobles 
mutantes, obteniendo los mismos resultados que Christians y col. (2010). En vista de 
estos resultados, pensamos que quizás la reducción de la germinación de las semillas 
mutantes eto1 y eol1 originales podría deberse a un almacenamiento prolongado y una 
reducción de la longevidad de las semillas mutantes. Para testar esta hipótesis, hicimos 
un estudio de envejecimiento acelerado, en el que se incubaron las semillas en una 
atmosfera con 100% HR y 40ºC que debía simular el efecto del almacenamiento durante 
años. En estos experimentos la tasa y la velocidad de germinación se redujo en todas las 
líneas y aunque no hay diferencias significativas entre ninguno de los genotipos, se 
observa una ligera reducción en la velocidad y el total de germinación de los mutantes 
eto1, eol1 y el doble mutante eto1-eol1 con el resto de genotipos (Figura 3.39). La 
ausencia de diferencias significativas, no obstante, parece ser debida a las elevadas 
desviaciones existentes entre las dos replicas biológicas de cada línea mutante, que 
probablemente son ocasionadas porque no disponemos de una cámara en la que poder 
controlar de forma adecuada la temperatura y la  humedad ambiental, y por lo tanto es 
muy difícil reproducir con fiabilidad las condiciones del tratamiento de envejecimiento. 
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En definitiva, no podemos asegurar que la eliminación de la actividad ETO en 
Arabidopsis cause una alteración del desarrollo, la germinación o la longevidad de las 
semillas de Arabidopsis.  
Es posible por tanto que en Arabidopsis el efecto que tiene la eliminación de la 
actividad ETO no sea tan drástico como en maíz, ya que hay un mayor número de ACC 
sintasas que parecen tener una actividad redundante en la semilla y puede que estén 
sometidas a un mayor numero de sistemas de regulación que en maíz, donde la familia 
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1. RACE_cDNA_FSTs, SSH_cDNA_FST y SECUENCIACIÓN 454: 
1. La técnica de amplificación de FSTs desde cDNA (cDNA_FSTs) ha permitido 
reducir los FSTs procedentes de secuencias intergénicas (DNAg) y ha aumentado el 
porcentaje de FSTs amplificados desde secuencias transcritas (los que con más 
probabilidad son causales), reduciendo además la complejidad de los patrones de FSTs a 
analizar en cada línea. 
2. La modificación SSH_cDNA_FSTs ha resultado ser de una gran eficacia para 
facilitar la selección y clonaje de los FSTs candidatos a ser causales en cada línea, 
reduciendo de manera considerable el tiempo empleado en estas tareas. Además ha 
demostrado ser capaz de reproducir y mejorar los resultados obtenidos mediante el 
análisis manual de patrones de cDNA_FST RACE. 
3. La secuenciación masiva mediante 454 ha facilitado la obtención de las secuencias 
de todos los cDNA_FSTs del patrón de sustracción. Estos datos, asociados a los 
obtenidos mediante el mapa genético mediante el chip de SNPs de Illumina, han 
permitido descartar “in silico” una gran cantidad de candidatos que no co-localizan con 
la posición de mapa disponible en cada línea, reduciendo el trabajo necesario para llevar 
a cabo la validación de los candidatos. 
4. Las tres técnicas desarrolladas en esta tesis han permitido clonar y secuenciar un 
elevado número FSTs, principalmente en secuencias transcritas, que han servido para 
construir una base de datos de inserciones, muy útil en experimentos de genética 
reversa, puesto que se podrán localizar “in silico” inserciones en genes de interés para 
posteriormente analizar su fenotipo. 
5. La naturaleza de la colección de líneas (estabilidad de las líneas, 
actividad/inactividad de las inserciones, número de inserciones por línea, etc) empleada 
en la identificación de genes causales mediante las técnicas de cDNA_FSTs_RACE y 
SSH_cDNA_FSTs (al igual que con cualquier otra técnica basada en DNAg) es de vital 
importancia para obtener unos resultados óptimos y poder identificar y validar 






2. ANALISIS DE LA LÍNEA C1063 Y LA FAMILIA ETO DE 
Arabidopsis: 
1. Para la inserción identificada en la línea C1063 y localizada en el locus 
LOC100279911 (ZmETO1) no hemos encontrado ningún recombinante en 109 
individuos segregantes. Podemos, por tanto, asegurar que la mutación se encuentra a  
menos de 3.5cM de la inserción, con una p>0.05. Sin embargo, no podemos descartar 
que alguno de los 40 genes que hay en el intervalo sea el causal de la mutación.  
2. Los granos mutantes sufren una alteración de la estructura del transcrito ZmETO1 
y una reducción drástica en su nivel de expresión a 14DAP. 
3. La mutación de la línea C1063 ejerce su efecto, en homocigosis, antes de 8DAP 
momento en el cual los endospermos mutantes están subdesarrollados con respecto a los 
granos silvestres. A partir de 8DAP genera una ausencia de diferenciación en el 
endospermo amiláceo y la aleurona, así como un retraso en la adquisición de las 
características típicas de las CT y un desarrollo alterado del embrión, con ausencia de 
simetría ad/abgerminal hasta 14DAP y a 17DAP aparece una proliferación celular 
desorganizada en la región del coleoptilo y la radícula, y que finalmente dará lugar a un 
embrión no viable. 
4. Los experimentos de transgénesis ubicua T01800 (sobre-expresión) y T01815 
(silenciamiento) de ZmETO1 no han generado ningún fenotipo macroscópico o 
molecular (en genes de respuesta a etileno) en las hojas de plantas crecidas en 
condiciones no estresantes, y tampoco un efecto visible en los granos. 
5. La sobre-expresión de ZmETO1 en el endospermo amiláceo a partir de 14DAP ha 
originado una alteración en el desarrollo de la aleurona de granos transgénicos, 
provocando una maduración prematura de la misma. 
6. En Arabidopsis thaliana, no se puede reproducir un fenotipo similar al de la línea 
C1063, mediante la obtención de simples, dobles y triples mutantes, de inserción, en los 
tres genes de la familia ETO. 
7. El estudio de las plantas transgénicas que contienen el gen delator GUS bajo el 
control transcripcional de los promotores de los tres genes de la familia ETO de 
Arabidopsis, indica que tanto AtETO1 como AtEOL1 tienen una función en el desarrollo 
de la flor y la silicua; AtETO1 parece intervenir, además, en la regulación de la 
biosíntesis de etileno en etapas tempranas del desarrollo de la semilla. 
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2.1 E1394 3´ Si HLH-binding domain GRMZM2G09209 Pos Pos 0/5 
21 (0) / 
18 (15) 
5.1 D0109 3´ Si Unknown proteín GRMZM2G108686 Neg    
5.3 C1063 3´ Si Unknown protein GRMZM2G029716 Pos Pos 0/2  
6.1 E2235 3´ Si Armadillo type-fold GRMZM2G022363 Pos Pos 1/1  





GRMZM2G028379 Neg    
8.1 A2304 3´ No       
8.2 D0211 3´ Si Replication factor-a protein GRMZM2G098714 Neg    
9.1 D0985 3´ Si Pentatricopetide repeat protein GRMZM2G389645 Pos Pos 0/5 
10 (0) / 
10 (10) 
9.2 E1842 3´ No       




GRMZM2G389645 Pos Pos 0/5  
9.4 D0113 3´ Si Unknown protein GRMZM2G099239 Pos Pos 2/1  




GRMZM2G060516     
12.1 E2056 3´ Si Unknown protein 
AC231745.1_FGT00
4 Pos Pos 0/2  
13.2 E2066 3´ Si Unknown protein 
8kb 
GRMZM2G348035 Neg    
16.1 E1817 3´ Si Ankyrin-repeat protein GRMZM2G022032 Pos Pos 2/1  
E1409.1 E1409 5´ Si 
WD40 
domain/ATPase
, F1 complex 
gamma subunit 
GMZM2G078468 Pos Neg   
E1409.3 E1409 5´ Si Unknown protein GRMZM2G000980 Neg    





GRMZM2G462325 Neg    
E2177.3 E2177 5´ Si Unknown protein GRMZM2G041994 Pos Pos 3/3  
D0109.3 D0109 5´ Si Unknown protein GRMZM2G322952 Neg    
E2224.1 E2224 5´ Si RNA-binding-KH domain GRMZM2G057743 Neg    
E2224.2 E2224 5´ Si At_hook_like/Antifreez protein GRMZM2G031993 Neg    
E2224.5 E2224 5´ Si Unknown protein GRMZM2G172485 Pos Pos 3/3  
C1063.3 C1063 5´ Si DEAD-like helicase GRMZM2G811567 Neg    
C1063.8 C1063 5´ No       
E1718.1 E1718 5´ Si Unknown protein GRMZM2G113372 Neg    
E1718.2 E1718 5´ Si No ESTs  Neg    
E2235.3 E2235 5´ Si Leucin Rich repetid protein GRMZM2G135808     
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E2235.6 E2235 5´ Si Leucin Rich repetid protein GRMZM2G135808 Neg    







4 Neg    
B0818.1 B0818 5´ Si Myosin-head-motor domain GRMZM2G139712 Pos Pos 3/5  





GRMZM2G057328 Neg    
E1503.2 E1503 5´ Si No ESTs  Neg    
F1942.2 F1942 5´ No       












Pos Neg   




GRMZM2G147335     
E2076.2 E2076 5´ Si bZip GRMZM2G088140 Neg    
E2076.3 E2076 5´ Si No ESTs  Neg    
G0523.1 G0523 5´ Si Tiorredoxin GRMZM2G087254 Pos Neg   




GRMZM2G133631 Neg    
E1422.1 E1422 5´ No       




GRMZM2G077669 Neg    
E1817.1 E1817 5´ Si No ESTs  Neg    
E1730.1 E1730 5´ No       











Neg    
E2195.2 E2195 5´ Si NUDIX_hidrolasa GRMZM5G819999 Pos Pos   
E1913.1 E1913 5´ Si No ESTs  Pos Pos   
E1913.3 E1913 5´ Si Unknown proteína GRMZM2G436082 Neg    
D0985.2 D0985 5´ No       
D0985.6 D0985 5´ Si PPR GRMZM2G389645 Pos Pos 0/5 10 (0) / 10 (10) 
E1842.1 E1842 5´ No       
E1842.2 E1842 5´ No       





GRMZM2G141760 Neg    




GRMZM2G117544 Neg    
E1842.7 E1842 5´ Si Protein kinasa GRMZM2G472625 Neg    
D0113.1 D0113 5´ No       
H1039.1 H1039 5´ Si No ESTs  Neg    
E2024.2 E2024 5´ Si  Multiples hits Neg    





GRMZM2G147882 Neg    
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E2377.2 E2377 5´ Si Proteina kinasa GRMZM2G118628 Pos Pos 2/2  
E2377.4 E2377 5´ Si Proteina kinasa GRMZM2G031893 Neg    










Pos Pos   
E1391.5 E1391 5´ No       
E2048.1 E2048 5´ Si Kinesin-motor GRMZM5G839416 Neg    
E2048.3 E2048 5´ No       









    




GRMZM2G021846 Neg    
E1719.2 E1719 5´ No       
D2428.6 D2428 5´ No Unknown protein GRMZM2G399383     
E1753.1 E1753 5´ No       
A2304.1 A2304 5´ Si bZip GRMZM2G073892 Pos Pos 2/2  
D0211.1 D0211 5´ No       




GRMZM2G098714     
C0732.2 C0732 5´ Si Methyltransferase GRMZM2G140893 Pos Pos 4/5  
C0732.3 C0732 5´ Si  Multiples hits Pos Neg   





GRMZM2G108149 Pos Pos 2/3  
E2217.2 E2217 5´ Si PPR GRMZM2G035664 Pos Pos 1/2  
E2217.5 E2217 5´ No WD_40 domain GRMZM2G092797     
F0508.3 F0508 5´ Si Pectinacetilesterasa GRMZM2G016561 Pos Pos 1/2  
C1588.2 C1588 5´ No Thioredoxin reductase GRMZM2G164948     
E1498.3 E1498 5´ No Phosphate transporte GRMZM2G092780     
E1498.4 E1498 5´ Si Zinc finger, RING like GRMZM2G099074 Pos Pos 2/2  





Pos Pos 0/0  
C1227.7 C1227 5´ Si No ESTs  Neg    
E0418.2 E0418 5´ Si No ESTs  Pos Pos 2/4  
C1626.1 C1626 5´ No       
E1394.1 E1394 5´ Si HLH_DNA-binding domain GRMZM2G092091 Pos Pos 0/5 
21 (0) / 
18 (15) 
 
Anexo I: Se muestra una tabla con el resumen de los resultados obtenidos en los análisis 
bioinformático de las secuencias obtenidas de los cDNA_FSTs clonados en los patrones de RACE 5´y 
3´ y su progresión en los diferentes pasos de validación. Las secuencias resaltadas en naranja se 
corresponden con  candidatos que en 2008 fueron realacionados con ESTs (secuencias transcritas)  y 
cuya anotación a cambiado (no tienen ESTs) en un análisis realizado recientemente (2011). En azul 
están resaltadas  secuencias que en 2008 no presentaban ESTs y en un nuevo análisis (2011) se han 
localizado en regiones del genoma de maíz relacionadas con secuencias transcritas. 
